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RIASSUNTO
L’obiettivo del presente progetto di dottorato consiste nello sviluppo di metodologie innovative per
la gestione del  Crostaceo Decapode  Procambarus clarkii, il  gambero rosso della  Louisiana. La
specie  è  considerata  in  gran  parte  del  pianeta  come  aliena  invasiva  in  quanto  è  in  grado  di
diffondersi in habitat anche molto diversi da quello d’origine ed è diventata una minaccia per le
specie  di gamberi  locali,  con le quali  entra  in competizione,  e provoca danni agli  ecosistemi e
all’economia. Le vie di introduzione sono gli allevamenti commerciali e la liberazione in natura da
parte di acquariofili. La sua diffusione è facilitata dalla notevole capacità di spostamento: P. clarkii
riesce  a  percorrere  fino  a  3  km  in  una  notte  fuori  dall’acqua  attraverso  i  campi.  In  Italia  la
colonizzazione è stata rapida a causa del degrado degli habitat per la forte antropizzazione e per
l’assenza di predatori e di parassiti specifici. Le particolari caratteristiche ecologiche di P. clarkii gli
permettono di vivere ovunque, è una specie essenzialmente a strategia r in grado di colonizzare
ambienti  instabili.  Il  gambero  rosso  raggiunge  molto  rapidamente  la  maturità  sessuale  ed  è
caratterizzato da una riproduzione annuale multipla  (fino a 4 volte  a seconda della temperatura
dell’acqua). L’elevata resistenza agli stress ambientali consente alla specie di vivere in un ampio
range di temperature, di sopportare basse concentrazioni di ossigeno, elevata salinità e anche la
presenza di inquinanti. Ha abitudini alimentari generaliste, nutrendosi di macroinvertebrati, pesci,
anfibi;  inoltre ha un’intensa attività  erbivora che causa una drastica riduzione della massa delle
macrofite che determina un forte impatto sulla biodiversità degli ecosistemi. È inoltre portatore sano
della peste del gambero, dovuta al fungo Aphanomyces astaci, letale per tutte le specie locali. Le
tecniche che sono state messe a punto durante il dottorato di ricerca sono:
1. l'utilizzo di esche a feromoni per il trappolaggio specie-specifico;
2. la sterilizzazione degli individui, con esche contenenti l’ormone gonado inibitorio (GIH);
3. la tecnica del rilascio di maschi sterili (SMRT).
La  prima metodologia si basa sui feromoni, sostanze chimiche prodotte dalle ghiandole a rosetta
associate alla vescica urinaria nei Decapodi. In P. clarkii i feromoni sono rilasciati dalle femmine
sessualmente mature per attrarre i maschi ricettivi e sono liberati attraverso l’urina. È stata prodotta
una libreria in phage-display, una collezione di piccole proteine che sono fuse alle proteine fagiche,
partendo dai tessuti della zona del nefroporo, delle ghiandole a rosetta, e dal rene (ghiandola verde)
di  femmine  in  periodo  riproduttivo.  La  libreria  è  stata  poi  selezionata  su  antennule  di  maschi
sessulamente attivi, sede dei recettori per i feromoni, per isolare molecole ad attività feromonale. Le
selezioni sono state testate con esperimenti comportamentali di attrattività e una è risultata attrattiva
nei confronti di maschi di P. clarkii. Con questa selezione sono state allestite le esche, costituite da
una piastra petri forata contenente una matrice di alginato che ingloba le molecole della selezione.
La  validazione  del  sistema  è  stata  eseguita  attraverso  prove  in  campo,  presso  il  canale  del
Brancoletto,  dove sono state  posizionate nasse vuote,  nasse con la nostra  esca e nasse con una
scatoletta di cibo per gatti. Con le prove è stata confermata l'attività attrattiva e la specie specificità
dell’esca prodotta che cattura quasi esclusivamente esemplari di  P. clarkii al contrario delle esche
trofiche.
La  seconda tecnica prevede l’utilizzo dell’ormone gonado inibitorio, che inibisce la vitellogenesi
nelle femmine e lo sviluppo dei testicoli nei maschi. L’ormone è prodotto dal complesso organo X-
ghiandola del seno all’interno dei peduncoli oculari.  L’obiettivo è stato quello di individuare un
sistema per veicolare, attraverso il cibo (oral delivery), il GIH in modo da sterilizzare gli animali
direttamente  in  natura  semplicemente  con  la  distribuzione  di  esche  ormonali.  La  validazione
dell'efficacia  dell'oral  delivery è  stata  effettuata  con  insulina  umana  e  con  l’ormone
iperglicemizzante dei Crostacei (cHH) attraverso l’utilizzo di capsule ovvero palline di alginato, in
cui  è  stato  inglobato  l’ormone  mescolato  a  mangime per  renderlo  appetibile.  Il  rilevamento  di
insulina  umana  nell'emolinfa  degli  animali  trattati  dopo  alcune  ore  dalla  somministrazione  ha
dimostrato l'efficacia di questa formulazione. Gli esperimenti seguenti con il cHH non hanno dato i
risultati sperati ed è stato deciso di sperimentare una tecnica differente che si basa sulla produzione
di capsule mediante una microemulsione in cui il cHH è incluso in microgocce d’olio, a loro volta
incluse  in  una  matrice  di  alginato  e  chitosano.  Questo  sistema  ha  permesso  di  rilevare  una
differenza altamente significativa tra la glicemia degli animali trattati rispetto a quella degli animali
di controllo. Viene così dimostrato l'assorbimento di dosi bioattive di ormoni peptidici attraverso il
canale digerente utilizzando questa formulazione.
La  terza metodologia  consiste  nella  sterilizzazione  dei  maschi  e  nel  loro successivo  rilascio  in
natura  in  modo  che  possano  competere  per  l’accoppiamento  con  i  maschi  non  trattati.  Questa
tecnica  è  già  stata  utilizzata  per  il  controllo  degli  Insetti  invasivi  e i  nostri  dati  confermano la
possibilità  di  usarla  anche  per  i  Crostacei  Decapodi.  Sono  stati  analizati  i  danni  del  tessuto
testicolare a differenti dosaggi di irradiazioni ionizzanti. Le radiazioni provocano ai vari dosaggi
consistenti  danni  agli  stadi  precoci  della  spermatogenesi  come  dimostrato  dalle  differenze
significative  nel  diametro  medio  degli  acini  analizzati  in  sezioni  semifini  a  10 e  30 giorni  dal
trattamento. L’analisi ultratsrutturale ha confermato la presenza di danni cellulari, in tutto il lobo
testicolare ai  vari  dosaggi.  Le radiazioni inducono danni permanenti  e impediscono un regolare
sviluppo dei testicoli, dimostrando di essere una tecnica eccellente per la sterilizzazione dei maschi
di P. clarkii. I nostri dati individuano la dose di 40 Gy come il migliore compromesso tra i danni
causati  ai  testicoli  e  i  danni  all’animale,  in  quanto  i  maschi  irradiati  non subiscono alterazioni
significative nel comportamento riproduttivo.
Tutte  le  tecniche  innovative  sviluppate  durante  il  dottorato  di  ricerca  hanno  dato  risultati
estremamente interessanti evidenziando numerosi vantaggi nel loro utilizzo rispetto alle tecniche
tradizionali. L’utilizzo delle esche a feromoni garantisce un minimo impatto sulla flora/fauna locale,
dovuto solo al posizionamento delle trappole, e una gestione semplificata del trappolaggio intensivo
in quanto non è richiesta una cernita degli animali presenti nella nassa. Il metodo autocida con le
esche ormonali, per la sterilizzazione degli animali in natura, presenta numerosi vantaggi: il rilascio
delle esche prima della stagione riproduttiva non richiede personale specializzato; il GIH è specie-
specifico e non dovrebbe agire sul metabolismo di specie non bersaglio e, sebbene l'assorbimento
non ha un’efficienza elevata, bastano dosi circolanti minime dell'ormone per esplicare la sua attività
biologica. Infine la tecnica SMRT, nonostante la notevole variabilità del livello di sterilizzazione
degli animali ad un certo dosaggio, costituisce, ad oggi, il metodo di controllo della diffusione del
gambero rosso meno impegnativa sia dal punto di vista economico che gestionale  in quanto la
sterilizzazione  e  il  rilascio  dei  maschi  trattati  possono  essere  eseguiti,  in  un  solo  giorno,  con
cadenza  annuale.  Ulteriori  approfondimenti  sono necessari  per  valutare  l’applicabilità  di  queste
tecniche per il  controllo  di popolazioni  naturali,  ma esse costituiscono senza dubbio una svolta
significativa nelle ricerche del settore in quanto potrebbero garantire un drastico abbassamento dei
costi nella gestione integrata delle popolazioni di P. clarkii.
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1. Introduzione 
1.1 Procambarus clarkii (Girard 1952) 
Procambarus clarkii è un crostaceo decapode (famiglia Cambaridae) originario degli stati 
centro-meridionali del Nord America (fig. 1 in giallo), in particolare di corpi d’acqua lentici e 
lotici dove si è adattato a vivere per lunghi periodi in assenza di acqua. Attualmente è una 
specie cosmopolita in quanto è presente in tutti i continenti con l’eccezione dell’Artide, 
Antartide ed Australia, e di conseguenza è considerato la specie di gambero più diffuso al 
mondo. In Europa è stato importato nel 1972 per l’acquacoltura in Spagna e successivamente 
in Portogallo, Cipro, Inghilterra, Francia, Germania, Olanda e Svizzera (Hobbs III et al., 
1989; Stucki, 1997; Ackefors, 1999). Nel nord e nel centro Italia sono stati individuati 
esemplari di questa specie già prima degli anni novanta (Gherardi et al., 1999a). In seguito 
alcuni esemplari sono sfuggiti dagli allevamenti, diffondendosi in natura in breve tempo, 
grazie alle capacità di adattamento e alla notevole resistenza della specie; e ora sembra che la 
loro espansione sia inarrestabile. La prima popolazione riproduttiva italiana è stata individuata 
in Piemonte nel 1989 ma in pochi anni ha invaso tutto il territorio: Lombardia, Liguria, Emilia 
Romagna, Toscana, Umbria, Marche, Lazio, Abruzzo, Sicilia, Veneto e dal 2009 anche in 
Friuli Venezia Giulia (Gherardi and Holdich, 1999) (fig.1 in viola).  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Per le sue caratteristiche, P. clarkii detto anche gambero della Louisiana o gambero killer, è 
considerato una specie aliena invasiva tra le 100 più pericolose al mondo (DAISIE, 2010). 
Con il termine specie aliena si intende una qualsiasi specie (includendo i suoi semi, uova e 
Fig. 1 Rappresentazione grafica dell’ampia distribuzione di P. clarkii in tutto il mondo dalla IUCN Red List maps 
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spore) che è individuata fuori dal suo areale e che è quindi in grado di diffondersi in habitat 
diversi da quello d’origine. Con il termine invasiva, invece, si intende l’introduzione di una 
specie aliena che può diventare o che è una minaccia per le specie locali, con le quali entra in 
competizione, per la salute umana e indirettamente per l’economia umana. La sua diffusione, 
oltre che agli allevamenti commerciali, è dovuta anche ad altri fattori, quali il trasporto 
clandestino, i corridoi ecologici (canali, fiumi …) e la fuga dagli allevamenti (Holdich, 1988, 
1999); inoltre P. Clarkii riesce a percorrere anche 3 km in una notte fuori dall’acqua, 
attraverso i campi, in quanto può respirare anche in ambiente subaereo (Huner et al., 1984). In 
Italia la colonizzazione è stata rapida a causa del degrado degli habitat principalmente per la 
forte antropizzazione, per l’assenza di predatori e di parassiti specifici che limitassero la sua 
diffusione. 
 
 
1.1.1 Biologia della specie 
Procambarus clarkii presenta un esoscheletro con un’intensa colorazione rossastra che è 
particolarmente accentuata nelle chele degli esemplari adulti (fig. 2A), mentre nell’addome si 
osservano delle bande scure sulla parte dorsale. Le chele sono ben sviluppate con le loro 
ganasce rugose, uncinate ornate di tubercoli e spinule rosse; sul carpopodite dei due chelipedi 
è visibile un robusto e arcuato sperone, accompagnato da spine più piccole (fig. 2B).  
 
                 
 
 
 
 
 
 
 
 
In questa specie il dimorfismo sessuale tra maschi è femmine è particolarmente evidente. Le 
femmine presentano una struttura impari mediana chiamata annulus ventralis, che è il 
ricettacolo seminale sul quale i maschi depositano le spermatofore, i pleopodi sono tutti 
Fig. 2 A- Foto di Procambarus clarkii adulto con colorazione 
rossastra dell’esoscheletro. 
B- Particolare della chela di P. clarkii, la freccia evidenzia il 
robusto e arcuato sperone, accompagnato da spine più piccole. 
B 
A 
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uguali e sono usati per farvi aderire le uova dopo la deposizione. Mentre nel maschio le prime 
due paia di pleopodi sono modificate e costituisco il petasma che serve per il trasferimento 
delle spermatofore sulle femmine durante l’accoppiamento.  
 
  
 
Tale struttura subisce delle modifiche, dalla nascita alla fase adulta, in corrispondenza dei  
vari stadi di sviluppo dei maschi di gambero che Taketomi et al. (1996) definiscono stadio A, 
B, C, D ed E. Nello stadio A il primo paio pleopodi sono indifferenziati e inizieranno la 
trasformazione dopo il primo mese dalla nascita. Nello stadio B il primo paio di pleopodi 
inizia a differenziarsi e si divide in tre parti: basopodite, endopodite e esopodite. Nello stadio 
C il primo paio di appendici è molto più sviluppato e inizia a differenziarsi sia il processo 
mesiale sia la proiezione centrale; inoltre il secondo paio di pleopodi ruota anteriormente, e 
inizia a svilupparsi una proiezione triangolare al centro dell’endopodite di quest’appendice. 
Nello stadio D il primo paio di pleopodi è sempre più differenziato; infatti sull’endopodite si 
sviluppa il processo cefalico e sull’esopodite il processo caudale, mentre nel secondo paio di 
appendici la proiezione triangolare è completamente sviluppata. Inoltre c’è anche un processo 
di cuticularizzazione delle due coppie di appendici.  
OD OD 
AV 
PT 
Fig. 3  
A- Femmina di P. clarkii in posizione 
ventrale dove si vedono ovidutti (OV) e 
l’annulus ventralis (AV). 
B- Maschio di P. clarkii in posizione 
ventrale dove si vede il petasma (PT). 
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St. A 
St. B 
St. C 
St. D 
St. E 
basopodite 
endopodite 
esoopodite 
proiezione centrale 
processo masiale 
processo cefalico 
processo caudale 
Fig. 4 Rappresentazione schematica (Taketomi et al. 1996) e foto degli stadi di sviluppo degli organi copulatori. 
Partendo dall’alto stadio A; stadio B, foto scattata ad un piccolo di 0,8 mm; stadio C, foto scattata ad un piccolo di 
14,5 mm; stadio D, adulto in fase non riproduttiva, e stadio E, adulto in fase riproduttiva. 
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Nello stadio E nel primo paio di appendici addominali l’esopodite e l’endopodite si fondono 
con il basipodite e lo sviluppo degli organi copulatori è così completato (fig. 4). In particolare 
lo stadio D ed E corrispondono alla fase adulta del gambero maschio, più precisamente lo 
stadio D corrisponde alla fase non riproduttiva mentre lo stadio E, caratterizzato anche dalla 
presenza di spine a livello della seconda e terza coppia di pereiopodi (fig. 5), caratterizza il 
periodo riproduttivo.  
 
 
 
 
La fase riproduttiva e quella non riproduttiva sono caratterizzate, oltre che dalla 
presenza/assenza di spine, anche da una variazione nella colorazione del carapace che da 
origine a due morfotipi diversi ovvero F1 e F2. La fase F1 è quella presente nel gambero 
sessualmente attivo e viene mantenuta durante tutto il periodo riproduttivo. Questo morfotipo 
è caratterizzato da una tinta uniforme rosso scuro del carapace, inoltre sono particolarmente 
evidenti i tubercoli spinosi rosso rubino presenti su tutto l’esoscheletro. Infine, sempre nella 
fase F1, le chele si irrobustiscono e si allungano (fig.6A). Nella fase F2, invece, lo 
colorazione generale del corpo a toni tenui e smorti che vanno dal marrone al verde cangiante 
(fig. 6B). Nelle femmine invece, tali modificazioni sono meno evidenti e si limitano spesso ad 
un ingrossamento delle chele e ad una colorazione più rossastra. 
  
 
 
 
In condizioni normali, alcune settimane dopo l’accoppiamento per i maschi e 3 settimane 
dopo la schiusa delle uova per le femmine, il gambero va incontro ad una muta passando 
nuovamente alla fase F2 ovvero sessualmente inattiva. La forma F1 subentrerà nuovamente, 
con una muta, nel successivo periodo riproduttivo. In realtà, una volta raggiunta la maturità 
Fig. 5 Maschio adulto di P. clarkii nello stadio E, le 
spine a livello del secondo e terzo pereiopode sono 
cerchiate. 
Fig. 6 Esemplari maschi di P. clarkii, nella foto A morfotipo F1 nella foto B morfotipo F2. 
A 
B 
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sessuale, frequentemente si osserva solo la forma I; questo fatto risulta particolarmente 
evidente per gli esemplari che vivono in acque costantemente calde. 
L'apparato riproduttivo femminile risulta costituito da un singolo ovario a forma di Y e due 
ovidotti che connettono l'ovario con il poro genitale, permettendo il passaggio degli ovociti 
maturi all'esterno del corpo materno. Lo sviluppo dello ovario avviene in 7 fasi (Alcorlo et al., 
2008), dalla nascita all’età adulta, e durante questi fasi la colorazione dell’ovario cambia (fig. 
7). Le fasi sono definite in base al valore dell’indice gonado-somatico (GSI), che è il rapporto 
tra il peso delle gonadi e il peso totale dell’animale. La fase 1 corrisponde all’ovario 
immaturo, la fase 7 all’ovario dopo la deposizione delle uova e i valori intermedi sono le fasi 
di sviluppo che presentano valori di GSI che variano da 0 a 8. Generalmente le femmine in 
periodo riproduttivo hanno valori di GSI che variano da 2 a 8 e hanno una colorazione che 
varia dal marrone scuro al nero (tab. 1). 
Stadio ovario 1 2 3 4 5 6 7 
caratteristiche Ovario 
immaturo, 
giovanile 
Ovario che 
inizia a 
svilupparsi, 
femmine 
immature 
Ovario in 
sviluppo, 
femmine 
immature 
Ovario 
sviluppato, 
femmine che 
stanno 
entrando nella 
fase 
riproduttiva 
Ovario 
molto 
sviluppato, 
femmine 
molto 
mature 
Ovario 
completamente 
sviluppato, 
femmine 
riproduttive 
Ovario 
degenerato, 
femmine 
post 
deposizione 
colore --- bianco giallo arancio/ocra marrone nero --- 
aspetto --- 
liquido viscoso 
scarsamente 
compatto 
compatto 
molto 
compatto 
viscoso con 
uova 
degenerate 
GSI(%) --- <0.12 0.06-0.3 0.25-0.65 0.7-4.3 2.3-8 --- 
 
 
Tab. 1 Schema delle caratteristiche dei 7 stadi di maturazione degli ovari delle femmine di P. clarkii da Alcorlo et al., 2008 
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Stadio 2 Stadio 2 
Stadio 3 Stadio 3 
Stadio 4 Stadio 4 
Stadio 4 Stadio 5 
Stadio 5 Stadio 6 
Fig. 7 Differenti colorazioni degli ovari nei diversi stadi di maturazione. 
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L’ovario è un organo impari costituito da un paio di sacchi ovarici anteriori e un singolo 
sacco ovarico posteriore, l’intero apparato riproduttivo femminile è circondato da una 
guaina di tessuto muscolare spessa circa 30 μm. La parete dell'ovario, costituita da un singolo 
strato di tessuto epiteliale ovarico, si ripiega verso l'interno a formare una serie di tasche 
oogenetiche di varie dimensioni. Ciascuna tasca contiene un singolo uovo o un grande oocita, 
vitellogenico o previtellogenico. L’ovocita rimarrà all'interno della tasca, aumentando di 
dimensioni e maturando, fino al momento della deposizione quando, attraverso gli ovidotti, 
verrà deposto all'esterno del corpo.  Il ciclo di maturazione delle uova dura da 6 settimane a 8 
mesi, in relazione alla qualità del sito, mentre l’incubazione dura da 2-3 settimane a 2-3 mesi 
in rapporto alla temperatura dell’acqua. Durante questa fase la femmina muove 
continuamente le uova attaccate ai pleopodi per ossigenarle (fig. 8). La crescita è molto 
rapida, a temperatura comprese tra i 20 C° e 30 C°, il giovane nato può mutare ogni 5-10 
giorni per cui dopo 3-5 mesi può già raggiungere la maturità sessuale. I piccoli dopo essersi 
allontanati dalla madre mutano frequentemente, 
come già detto, e per almeno due settimane si 
alimentano voracemente assumendo nel 
frattempo l’aspetto dell’adulto (fig.9). Le 
temperature ottimali di crescita vanno dai 21 ai 
27°C; ciononostante, la crescita risulta bloccata 
solo al di sotto dei 12°C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8 Le uova attaccate ai pleopodi. 
Fig. 9 A sinistra giovani appena nati, di P. clarkii, ancora attaccati ai 
pleopodi; sotto un piccolo, che ha appena lasciato la madre, di 1 cm di 
lunghezza.   
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1.1.2 Caratteristiche eco-etologiche che favoriscono la diffusione di P. clarkii e 
conseguenze sull’habitat 
Le particolari caratteristiche ecologiche ed etologiche di P. clarkii gli permettono di vivere 
ovunque, infatti è una specie a strategia r che colonizza ambienti instabili ed estremi. Questo 
gambero raggiunge, precocemente, la maturità sessuale intorno ai 3-5 mesi, le uova sono 
piccole e ne producono tantissime arrivando anche a 600 (Penn, 1943). Questo gambero è 
caratterizzato da una riproduzione multipla, che può arrivare a 4 volte in un anno, a seconda 
della temperatura dell’acqua (Chucholl, 2011) (fig. 10). La specie ha abitudini alimentari 
generaliste ed opportuniste, nutrendosi di macroinvertebrati, pesci, anfibi, e qualsiasi altro 
organismo, incidendo profondamente sul loro numero; questo è particolarmente grave per 
molte specie di anfibi che sono già a rischio di estinzione (es. Bufo bufo e Triturus vulgaris). 
Inoltre ha un’intensa attività erbivora che causa una drastica riduzione anche della massa delle 
macrofite; tutto ciò porta infine alla perdita di biodiversità negli ecosistemi con la scomparsa 
delle specie autoctone (van der Wal et al., 2013). 
Un altro grave problema è l’attività di scavo che aumenta la torbidità dell’acqua riducendo la 
penetrazione della luce e di conseguenza la produzione e la crescita delle piante. Tale attività 
viene eseguita da questi gamberi per la costruzione delle tane (fig. 10), lunghe fino a 2 metri, 
che indeboliscono gli argini fino a farli crollare, creando notevoli danni economici; ad 
esempio, nel Lazio si sono spesi 1,2 milioni di euro in un anno, per ripristinare gli argini. 
Oltre agli argini, questi scavi devastano tantissime aree agricole, in particolare le risaie dove 
vengono danneggiate le giovani piantine, i sistemi di irrigazione e le dighe (Anon, 2006; 
Gherardi, 2006). Le tane presentano differenti architetture: verticali semplici, verticali a 
doppia e tripla entrata, orizzontali e a forma di U (Correia and Ferreira, 1995). Questi rifugi 
possono ospitare fino a 50 esemplari e sono una risorsa importantissima per sfuggire ai 
predatori nei periodi più delicati del loro ciclo vitale, ad esempio dopo la muta o quando le 
femmine sono prossime alla ovodeposizione. Inoltre le tane vengono usate anche durante i 
periodi più difficili, ovvero, alle nostre latitudini, durante il periodo invernale in cui i gamberi 
entrano in ibernazione (Gherardi et al., 1999b). Il periodo di ibernazione, in questa specie, 
varia molto in base alla latitudine, ad esempio in Italia centrale avviene in inverno, nel sud 
della Germania in inverno e primavera, mentre in Portogallo non succede mai (fig. 11). 
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Fig. 11 Ciclo vitale di Procambarus clarkii nel suo areale natio (A) e a differenti latitudini in Europa dove è stato 
introdotto : B sud della Germania, C Italia centrale e D Portogallo.  
OF, femmine ovigere; GA, massima attività; R, riproduzione; H, ibernazione e RP, periodo di reclutamento. I punti nella 
carta indicano i punti dove è stata registrata la presenza di P. clarkii. Da Chucholl, 2011. 
Fig.10 Tana di P. clarkii fatta sull’argine di un 
ruscello a Villutta, Pordenone. 
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L’elevata resistenza agli stress ambientali consente alla specie di vivere in un range di 
temperature che variano dai 10°C ai 35°C e di sopportare basse concentrazioni di ossigeno, 
poiché è in grado di servirsi di quello atmosferico in quanto la sua camera branchiale è 
racchiusa dal carapace che ne impedisce il disseccamento. Riesce a vivere anche in ambienti 
con elevata salinità, fino anche a 20 ppt (Florio et al., 2008; Scalici et al., 2010);  tollera 
anche l’acqua con un pH variabile tra 5,6 e 10,4 e sopporta anche la presenza di inquinanti, 
che accumula principalmente nell’epatopancreas e nell’esoscheletro.  Essendo, quindi, una 
specie in grado di sopravvivere anche in ambienti inquinati, può accumulare metalli pesanti e 
tossine (prodotte dai cianobatteri) nei suoi tessuti, che rendono questo gambero 
potenzialmente molto pericoloso per la salute umana in caso di consumo alimentare. Altri 
fattori che rendono P. clarkii più competitivo rispetto alle specie locali sono le maggiori 
dimensioni e la marcata aggressività.  
Infine, oltre a tutti i problemi già citati, va ricordato il fatto che P. clarkii è portatore sano 
della peste del gambero, veicolata dal fungo Aphanomyces astaci Schikora 1906, letale per 
tutte le specie locali. Attualmente questo influisce in modo particolare sulle popolazioni del 
gambero di fiume Austropotamobius pallipes Lureboullet 1858, altra specie autoctona a 
rischio di estinzione. 
1.2 Esche contenenti feromoni sessuali 
La comunicazione chimica per mezzo di sostanze presenti in determinati fluidi biologici è il 
mezzo più antico di trasmissione di informazioni tra esseri viventi, attraverso il quale gli 
individui si scambiano messaggi estremamente precisi che hanno effetti sul comportamento e 
sulla fisiologia delle specie (Liley, 1982). Diffondendosi nell’aria, nel terreno o nell’acqua, le 
sostanze chimiche rilasciate sono in grado di portare un messaggio anche a grande distanza, 
talvolta persistente per lungo tempo, evitando molte barriere ambientali. Nell’ambito della 
stessa specie la comunicazione chimica avviene principalmente attraverso il rilascio di 
particolari ormoni, detti feromoni che sono miscele di sostanze rilasciate dagli individui 
nell’ambiente circostante (Corkum and Belanger, 2007). 
Il termine “feromone” deriva dal greco “pherin”, trasportare, e “hormon”, eccitare. Questo 
termine è stato introdotto nel 1959 dal biochimico tedesco Peter Karlson e dall’entomologo 
svizzero Martin Lϋscher per identificare specifiche sostanze biologiche “che sono secrete da 
un individuo e ricevute da un secondo individuo, appartenente alla stessa specie, le quali 
generano specifiche reazioni, per esempio, un comportamento definito o un processo di 
apprendimento.” 
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A seconda dei loro effetti, i feromoni sono suddivisi in scatenanti, o releaser, e innescanti, o 
primers. I releaser agiscono direttamente sul sistema nervoso centrale determinando 
un’immediata modifica del comportamento nei conspecifici, come, ad esempio, un attacco 
aggressivo, l’accoppiamento o la marcatura del territorio. I primers invece agiscono alterando 
lo stato fisiologico dell’animale ricevente e lo rendono sensibile a stimoli accessori specifici; 
ad esempio attivando l’alterazione dell’equilibrio ormonale e modulando lo stato riproduttivo 
(Tirindelli et al., 2009). 
Un’altra più recente classificazione, del 2011, li divide in feromoni di contatto e di distanza. 
Negli animali terrestri i feromoni di distanza sono composti volatili, trasmessi attraverso 
l’aria, mentre quelli di contatto sono presenti sulla superficie del corpo per cui richiedono 
un’interazione fisica. Negli animali acquatici si è ipotizzato che i feromoni di distanza siano 
polari e solubili in acqua, per permettere la loro diffusione; al contrario i feromoni di contatto 
potrebbero essere relativamente insolubili in acqua per rimanere sulla superficie del corpo 
senza la necessità di un continuo ripristino (Zhang et al., 2011). 
I feromoni agiscono su tutte le principali funzioni degli organismi: sulla riproduzione 
(Shorey, 1976) (per il riconoscimento della specie e del sesso, per il richiamo degli individui 
maturi e per la sincronizzazione riproduttiva (Atema, 1986) (Dunham and Oh, 1992; 
Bushmann and Atema, 1994, 1997; Atema and Voigt, 1995; Stebbing et al., 2003a; b; 
Belanger and Moore, 2006; Corkum and Belanger, 2007)); sullo sviluppo (per l’accelerazione 
della crescita e il differenziamento embrionale); sulle cure parentali; sul rilevamento di 
segnali d’allarme e di predatori per la difesa del gruppo (Hazlett, 1990, 1994; Willman et al., 
1994; Keller and Moore, 1999; Schneider and Moore, 2000); sulla determinazione dei confini 
del territorio; sulla struttura sociale (Schneider et al., 2001; Bergman et al., 2003); 
sull’acquisizione di cibo e l’orientamento (Kraus-Epley and Moore, 2002). 
Un particolare tipo di feromone, comunemente chiamato “feromone sessuale”, che è in realtà 
una complessa miscela di composti chimici denominata anche “bouquet”, è caratteristico per 
ogni specie. In questo composto è presente una molecola principale, che è responsabile del 
potere attrattivo, legata ad altre molecole accessorie che “completano” la miscela, 
caratterizzandola in particolare riguardo alla volatilità o alla solubilità in acqua. Finora i 
feromoni sessuali sono stati individuati in una grande varietà di organismi, e sono studiati 
anche per la possibilità di interagire con le dinamiche riproduttive di organismi invasivi o 
infestanti, e ridurne così l’impatto. 
Soltanto negli insetti questi feromoni sono stati identificati in più di 1500 specie, che 
possiedono organi specializzati posti nelle antenne per rilevarne la presenza. Nei 
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rappresentanti di questa classe, i feromoni sessuali sono generalmente prodotti da ghiandole 
esocrine in entrambi i sessi. 
Negli ultimi anni, i feromoni scoperti negli insetti hanno consentito il controllo e 
l’eliminazione di alcune specie dannose o invasive, attraverso lo sviluppo di esche 
feromoniche specie-specifiche. Queste esche sono utilizzate in vari modi: per catture-
campione di monitoraggio delle aree agricole, valutando la quantità di insetti dannosi presenti; 
per la cattura massiva degli organismi invasivi, riducendo e se possibile eliminando la 
popolazione; per ridurre l’accoppiamento, e questo si ottiene principalmente in due modi: con 
la tecnica del “disorientamento”, rilasciando una nube di feromone sintetico, inducendo una 
sorta di saturazione del messaggio, che porta i maschi a non cercare più le femmine in fase di 
richiamo (Miller et al., 2006), o con la “distrazione sessuale” che consiste nel rilasciare, 
attraverso femmine sintetiche posizionate nel campo, quantità di feromone di poco superiori a 
quelle emesse dalle femmine in periodo riproduttivo, inducendo i maschi a seguire false scie 
odorose, ignorando le femmine (Maini, 2007). 
Anche nei crostacei i feromoni sono studiati da diversi anni, anche se la loro composizione 
chimica non è stata ancora determinata. Come in molte altre classi, anche in questi animali è 
stato osservato che i feromoni sono utilizzati dalle femmine sessualmente mature per attrarre i 
maschi (Stebbing et al., 2003a) tanto che questi ultimi, quando percepiscono i feromoni, 
sviluppano l’atteggiamento tipicamente utilizzato per il corteggiamento (Gleeson et al., 1987). 
Queste sostanze, prodotte nelle ghiandole a rosetta associate alla vescica urinaria sono 
rilasciate mediante i nefropori (fig. 12), che si trovano nella parte ventrale alla base delle 
seconde antenne (Breithaupt et al., 1999), attraverso l’urina, come è stato dimostrato con 
numerosi esperimenti sui granchi (Ryan, 1966; Gleeson, 1980, 1982; Seifert, 1982; Hardege 
et al., 2002; Kamio et al., 2002), sugli astici (Atema, 1986) e sui gamberi d’acqua dolce 
(Ameyaw-Akumfi and Hazlett, 1975; Tierney et al., 1984; Schneider and Moore, 2000; 
Stebbing et al., 2003a).  
    
 
 
 
 
 
 
nefropori 
Fig.12: Foto e schema dei 
nefropori (da Bushmann and 
Atema, 1996) e delle ghiandole a 
rosetta associate alla ghiandola 
verde di Procambarus clarkii.  
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In questi test si è osservato in particolare che i maschi sono ugualmente attratti sia da 
femmine sessualmente mature, sia da elementi estranei trattati con l’urina delle stesse 
femmine, come spugne, pietre, e persino altri maschi (Ekerholm and Hallberg, 2005); si è 
potuto così confermare come i feromoni siano effettivamente rilasciati attraverso l’urina. In 
ogni caso è stato dimostrato che l’urina è rilasciata quasi esclusivamente durante le iterazioni 
sociali (Schneider et al., 2001; Breithaupt and Eger, 2002; Bergman and Moore, 2005). E’ 
stato anche osservato che il ruolo dei feromoni nelle comunicazioni chimiche tra crostacei è 
diverso tra i maschi e le femmine, in quanto le femmine hanno bisogno sia di stimoli chimici 
che fisici per ridurre l’aggressività nei confronti dei maschi, che impedirebbe la riproduzione, 
mentre ai maschi basta solo percepire che la femmina è ricettiva tramite lo stimolo chimico 
(Aquiloni et al., 2009). Inoltre si è osservato che sia i maschi che le femmine manifestano un 
atteggiamento di sottomissione se è presente “l’odore” di individui della stessa specie ma di 
sesso opposto (Ameyaw-Akumfi and Hazlett, 1975; Dunham and Oh, 1992); invece “l’odore” 
proveniente da un individuo dello stesso sesso ha come risultato il mantenimento della 
postura aggressiva. Oltre a ciò sono stati condotti altri esperimenti per verificare la ricettività 
dei maschi ai feromoni ed è emerso che se sottoposti a stimoli con queste sostanze, in periodi 
non riproduttivi, non tutti i maschi risultano responsivi a differenza di quello che accade nei 
periodi riproduttivi, dove quasi tutti i maschi sono responsivi. Questa apparente periodicità di 
recettività potrebbe suggerire un possibile controllo ormonale (Gleeson et al., 1984). 
Fin’ora, è stato evidenziato che utilizzando come esca una femmina ricettiva, si attirano in 
prevalenza esemplari maschi; questo confermerebbe che anche in questi gamberi le femmine 
sessualmente mature rilascino effettivamente dei feromoni specifici, e suggerisce che queste 
sostanze orientino il maschio alla ricerca della femmina. Di conseguenza  anche i feromoni 
attirino prevalentemente maschi (Stebbing et al., 2003b) spesso di taglia più piccola, più 
giovani rispetto a quelli attirati con le esche di cibo, e questo sarebbe un grande vantaggio per 
il controllo di queste popolazioni, consentendo di catturare selettivamente i maschi che 
potrebbero riprodursi un maggior numero di volte (Aquiloni and Gherardi, 2010). 
In seguito a queste osservazioni, si è ipotizzata la possibilità di sintetizzare le molecole 
feromoniche per creare delle esche specie-specifiche per il controllo di Procambarus clarkii; 
il passo successivo è il test delle esche attraverso esperimenti comportamentali per valutarne 
l’efficacia. “I metodi di controllo dovrebbero essere accettabili da un punto di vista sociale, 
culturale ed etico; efficienti; non inquinanti; non dovrebbero avere effetti sulla flora/fauna 
locale e sulla salute e sul benessere degli uomini, degli animali domestici e delle coltivazioni” 
(Stebbing et al., 2003b) e il sistema di esche specie-specifiche a feromoni li rispetterebbe tutti. 
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Inoltre questa nuova metodologia potrebbe ridurre drasticamente gli sforzi impiegati per il 
contenimento della specie invasiva, e consentire di abbattere i costi di gestione del problema, 
che attualmente sono altissimi. 
 
1.3 esche contenenti l’ormone gonado-inibitorio (GIH) 
Il GIH è un neuropeptide prodotto dal complesso organo X - ghiandola del seno, localizzato 
nei peduncoli oculari del crostaceo (Weidemann et al., 1989; Soyez et al., 1994; Ohira et al., 
2006; Ollivaux et al., 2006; Nagaraju et al., 2009) (fig. 13).  
                             
 
Questo ormone appartiene alla famiglia dell’ormone iperglicemico (cHH); questa famiglia è 
caratterizzata dalla presenza di 6 residui di cisteina conservati che formano tre ponti disolfuro 
intramolecolari (Böcking et al., 2002). La famiglia del cHH è suddivisa in due subclassi in 
base alla assenza (tipo I) o presenza (tipo II) di un residuo di glicina in posizione 12 nel 
peptide completo. I cHH sono stati isolati in diverse specie di crostacei ed sono classificati 
come tipo I essendo caratterizzati dall’amidazione del C-terminale e dall’avere N-terminale 
bloccato (piroglutamato) (Ollivaux et al., 2006). L’ormone inibitore della muta (MIH), 
l’ormone inibitorio degli organi mandibolari (MOIH), l’ormone inibitore della vitellogenesi 
(VIH) e l’ormone inibitore delle gonadi (GIH) fanno parte del tipo II dove il C-terminle non è 
amidato, ad eccezione del MIH di P. clarkii. C’è un’altra caratteristica che differenzia i due 
gruppi, ovvero il numero di residui tra le prime due cisteine, 15 per il tipo I e 16 per il tipo II. 
Nel gruppo contenente il GIH l’ormone maturo è fiancheggiato dal peptide segnale mentre 
nella subfamiglia del cHH, in senso stretto, il preormone è composto da tre regioni: un 
Organo X 
Ghiandola 
del seno 
Poro sensoriale 
del organo X 
Fig. 13 Schema di un peduncolo oculare di un crostaceo dove è evidenziato il complesso organo X - ghiandola del seno 
(da Carlisle 1953). 
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peptide segnale, un peptide criptico chiamato peptide precursore del cHH e l’ormone cHH 
(Nagasawa et al., 1996).  
La funzione principale del GIH è quella di inibire la vitellogenesi nelle femmine e lo sviluppo 
dei testicoli nei maschi (Edomi et al., 2002a), fattori fondamentali per il controllo della 
specie. Fin’ora sono stati caratterizzati solo due VIH, quello di Homarus americanus (Soyez 
et al., 1991), Armadillidium vulgare (Grève et al., 1999), Nephrops norvegicus (Edomi et al., 
2002b) e Homarus gammarus (Ollivaux et al., 2006) (fig. 14).  
 
 
In questi animali il GIH è il principale modulatore negativo infatti, anche a concentrazioni 
circolanti molto basse, blocca la maturazione finale degli ovari nelle femmine e dei testicoli 
nei maschi (Giulianini and Edomi, 2006). Poiché è stato dimostrato che i peptidi possono 
essere veicolati attraverso l'assunzione orale, con opportune protezioni che permettono 
l'assorbimento di una percentuale biologicamente attiva degli stessi nei fluidi corporei 
dell'animale trattato (Rajeshkumar et al., 2009), è stato deciso di creare delle esche contenenti 
il GIH. Come veicolo per la somministrazione del GIH attraverso il cibo si è pensato di 
utilizzare il chitosano e l’alginato in quanto non sono tossici e sono biodegradabili quando 
somministrati per via orale (Aspden et al., 1997; Rao and Sharma, 1997; Onishi and Machida, 
1999). Il chitosano è un polissacaride lineare ottenuto dalla deacetilazione della chitina, uno 
dei polimeri più abbondanti presenti in natura in quanto essendo un polisaccaride con funzioni 
strutturali, è presente nell’esoscheletro di insetti e crostacei. Infatti proprio i carapaci di questi 
organismi sono la principale fonte da cui viene estratta la chitina commerciale (10000 
tonnellate annue) (Vårum et al., 1991). Il chitosano ha particolari proprietà chimiche, essendo 
un policatione, e biologiche, essendo biocompatibile e biodegradabile. Queste proprietà 
permettono il suo utilizzo in molti campi come quello agroalimentare, nella cosmetica, 
nell’industria tessile, nella ricerca farmaceutica per lo sviluppo di beads e nanoparticelle per il 
drug delivery, ovvero il rilascio controllato dei farmaci, e nei materiali biomedici per lo 
sviluppo della pelle artificiale e dei bendaggi per la guarigione delle ferite (Dodane and 
Vilivalam, 1998; Borgogna et al., 2011). L’alginato è un polimero comunemente usato 
nell’industria alimentare come addensante, emulsionante e stabilizzante, infatti è molto 
utilizzato nella cosiddetta “cucina molecolare”, ad esempio per creare il caviale finto (fig. 15).  
Fig. 14 Piccola parte dell’allineamento delle 3 sequenze nucleotidiche di GIH disponibili da NCBI 
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Gli alginati sono polisaccaridi estratti dalle alghe marine brune (es. Laminaria hyperbore e 
Ascophyllum nodosum, fig.16) che si trovano nelle acque poco profonde di zone temperate. 
Nelle varie specie di alghe, la sostanza è presente sotto forma di sali di calcio, magnesio e 
sodio, e costituisce più del 40% del peso secco dell’alga.  
 
 
Abbiamo deciso di utilizzare l’alginato per la sua particolare proprietà di gelificare (Smidsrød 
and Skjåk-Bræk, 1990) in presenza di cloruro (sale) di 
calcio, per cui se è “gocciolato” da una siringa tende a 
formare delle strutture sferiche (beads, fig.17). L’alginato 
risulta molto versatile come sostanza per 
l’immobilizzazione di tutti i materiali biologicamente 
attivi, come proteine, acidi nucleici, cellule ed altro, 
permettendone la protezione e un rilascio controllato 
(Smidsrød and Skjåk-Bræk, 1990). Queste beads, avendo 
una consistenza sufficiente per consentire di includervi 
molecole di varie dimensioni (Marsich et al., 2008), 
possono essere utilizzate per veicolare il GIH che se assunto da P. clarkii dovrebbe 
consentirne la sterilizzazione. Il sistema che si sta sviluppando è già utilizzato nei Peneidi per 
l’immunizzazione da patogeni (Romalde et al., 2004; Rajeshkumar et al., 2009; 
Khimmakthong et al., 2013), per produrre del cibo per i crostacei contenente l’ormone 
(Olmos et al., 2011). La creazione di queste beads contenenti con il GIH potrebbero diminuire 
Fig. 15 Differenti esempi dell’utilizzo dell’alginato nella cucina molecolare. 
Fig. 17 beads  
Fig. 16 A sinistra Laminaria hyperbore a destra Ascophyllum nodosum  
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la fecondità delle popolazioni di gambero rosso, una volta rilasciate in natura prima della 
stagione riproduttiva.  
 
1.3.1 Microemulsioni (ME) 
Altra tecnica utilizzata per produrre le beads contenenti cHH/GIH è quella della 
microemulsione, una dispersione colloidale (miscela in cui una sostanza si trova in uno stato 
finemente disperso ovvero una via di mezzo tra soluzione e dispersione, per esempio il latte) 
composta da acqua, olio ed una o più molecole anfipatiche (coda idrofobica - testa idrofila). 
Questo sistema è stabile dal punto di vista termodinamico e si presenta come una soluzione 
liquida otticamente isotropa (Lawrence and Rees, 2000). Le dimensioni delle dispersioni 
colloidali, all’interno della microemulsione, ricadono nell’intervallo 5 nm-200 nm. Vi sono 
tre tipologie di microemulsione: acqua in olio (A/O); olio in acqua (O/A) e multiple. Le 
microemulsioni hanno un aspetto esterno trasparente o semitrasparente, mentre le gocce 
hanno una dimensione compresa tra 5 e 50 nm. In particolare la microemulsione multipla è 
caratterizzata dalla presenza contemporanea di due microemulsioni che sono definite 
rispettivamente fase disperdente e fase dispersa. Quest’ultima funge a sua volta da fase 
disperdente contenendo al suo interno un’ulteriore fase dispersa.  
Il rilascio della molecola bioattiva dipende dai seguenti fattori: 
 Peso molecolare del principio attivo; 
 Peso molecolare dell’emulsionante; 
 Posizione della molecola bioattiva nella microemulsione: più esterna è la fase in cui si 
trova la molecola bioattiva, più veloce è il suo rilascio. 
Questa tecnica ha numerosi vantaggi: 
 Inclusione di molecole bioattive (cHH-GIH) 
 Protezione del principio attivo dai fenomeni di degradazione 
 Solubilizzazione, contemporanea sia di molecole idrofile che idrofobe, perché sono 
compresenti micro-domini con differente polarità (Lawrence and Rees, 2000) 
 Aumento della velocità di dissoluzione per via dalle dimensioni nanometriche delle 
gocce di molecole disperse. In vivo, si ottiene un aumento della biodisponibilità 
(Lawrence and Rees, 2000) 
 Protezione contro l’idrolisi enzimatica (Mehta et al., 2007) 
Tale microemulsione successivamente viene microincapsulata sempre mediante l’utilizzo di 
alginato e chitosano.  
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1.3.2 Microincapsulazione e nanoincapsulazione 
Qui di seguito vengono confrontate la microincapsulazione e nanoincapsulazione. In questo 
confronto si va a paragonare, in maniera dettagliata, le due tipologie di incapsulazione su vari 
punti descriventi alcune delle caratteristiche molto importanti per una formulazione orale: 
 Via di somministrazione: le dimensioni inferiori dei nanosistemi, rispetto ai 
microsistemi, consentono ai primi di essere utilizzati in più vie di somministrazione 
rispetto ai microincapsulati (es. via transdermica e parenterale). Infatti, i microsistemi 
non sono consigliabili nella via endovenosa sistemica a causa del rischio di trombi. Le 
eccezioni in cui non si adoperano le nanoparticelle sono la via nasale, perché è 
richiesto un diametro superiore rispetto a quello delle nanoparticelle, ed orale, perché i 
processi degradativi potrebbero essere accelerati dall’elevato rapporto 
superficie/volume. 
 Protezione del principio attivo: i microsistemi proteggono i principi attivi dai processi 
digestivi più efficacemente rispetto ai nano sistemi (Li et al., 2011) 
 Assorbimento in seguito a somministrazione orale: i microsistemi veicolano il 
principio attivo nel tratto intestinale, dove viene assorbito, ma hanno una bassa 
capacità di penetrazione e diffusione nei tessuti (Li et al., 2011). La nanoparticelle 
invece, grazie alle dimensioni nanometriche, favoriscono la captazione del principio 
attivo da parte delle cellule dell’epitelio intestinale. 
Dai vari punti elencati, emerge che le due tipologie di incapsulazione possiedono entrambe 
pregi e difetti. Visto che i test di oral delivery sono eseguiti su esemplari di P. clarkii che si 
nutrono di mangime di dimensioni rilevanti, si è optato per il sistema di microincapsulazione. 
 
1.4 Tecnica del rilascio di maschi sterilizzati - SMRT 
Questa tecnica, che permette il controllo delle popolazioni, consiste nella sterilizzazione dei 
maschi e nel loro successivo rilascio in natura in modo che possano competere per 
l’accoppiamento con i maschi non trattati, in quanto i maschi sterilizzati mantengono 
inalterato il display comportamentale dell’accoppiamento. Questa tecnica è già stata altamente 
testata e utilizzata per il controllo degli insetti invasivi (Knipling, 1960; Curtis, 1985; Stone, 
2013; Gilles et al., 2014) e sembra sia perfettamente utilizzabile anche con i Crostacei 
Decapodi invasivi. Tale tecnica è particolarmente sicura ed efficace in quanto agisce solo 
sulla specie bersaglio senza danneggiare altri organismi o l’ambiente circostante e non è 
pericolosa per la salute umana (Holdich et al., 1999; Lodge et al., 2006). Inoltre è anche una 
tecniche rapida, non molto costosa e soprattutto è compatibile anche con altre tecniche di 
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controllo. La SMRT, in realtà, è stata già utilizzata nei Crostacei commerciali anche se per 
motivi totalmente diversi: in Penaeus japonicus per il quale sono stati utilizzati raggi X 
(Sellars and Preston, 2005), in  Palaemonetes pugio (Rees, 1962) e su  Macrobrachium 
rosenbergii (Lee, 2000) per il quale sono stati utilizzati raggi gamma. Su P. clarkii c’è solo 
uno studio, che utilizza questa tecnica, di Aquiloni et al., 2009 dove si cerca di mettere a 
punto dei protocolli per gli SMRT utilizzando una dose prudente di raggi-X ovvero 20 Gy. 
Tale dose è in grado di produrre danni sensibili alle gonadi senza però uccidere gli animali, 
verificando che i maschi vengono sterilizzati ma mantengono  il loro specifico 
comportamento sessuale.   
Questa tecnica è molto innovativa perché producendo maschi sterili che si accoppiano con le 
femmine, queste deporranno uova destinate a degenerare. Il successo riproduttivo della 
popolazione sarà tanto minore quanto maggiore sarà la probabilità che una femmina, in 
natura, scelga un maschio sterile come partner e quanto maggiore sarà il livello di sterilità 
raggiunto da quest’ultimo. Diversamente dalle tecniche di controllo tradizionali, come il 
trappolaggio intensivo, l’efficacia della SMRT aumenta quando la densità degli individui è 
bassa in quanto, dato un certo numero di maschi sterili rilasciati, la loro probabilità di 
accoppiamento con le femmine aumenta al diminuire della dimensione della popolazione. 
1.4.1 Apparato riproduttore maschile 
Il sistema riproduttore maschile dei Crostacei è costituito dal testicolo e dai vasi deferenti, che 
si sviluppano a partire dai gonopori. Nei vasi deferenti gli spermatozoi si fondono nelle 
spermatofore, che sono strutture specializzate per il trasferimento degli spermatozoi sui 
ricettacoli esterni o interni presenti nelle femmine (Harrison and Humes, 1991). Il sistema 
riproduttore di P. clarkii non è ancora ben studiato, infatti solo un autore ha fatto ricerche su 
questo tema, ovvero Moses (1961a; b) che si è focalizzato sullo sviluppo degli spermatozoi. 
In letteratura ci sono altri studi sul sistema riproduttivo dei decapodi, come alcune specie di 
Astacidae (Holdich and Reeve, '88; Erkan et al., 2009; Rotllant et al., 2012) e Cambaridae 
(Word and Hobbs, '58; Moses, '61; Wielgus-Serafinska, '73). 
P. clarkii ha un testicolo trilobato posizionato nel cefalotorace ventralmente rispetto al 
pericardio ed ogni lobo è rivestito da una membrana di tessuto connettivo. Il testicolo ha due 
lobi cefalici, che si trovano lateralmente nella regione cefalica al di sopra dei lobi postero 
ventrali dell’epatopancreas, e un lobo posteriore. I lobi sono connessi da una coppia di vasi 
deferenti che si estendono in posizione caudolaterale sopra ai lobi caudali dell’epatopancres 
(Word and Hobbs, 1958). Il vaso deferente destro è molto più sviluppato rispetto a quello di 
sinistra, che appare sottile e atrofico (fig. 18).  
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Ogni lobo presenta una struttura acinare e assomiglia ad un grappolo d’uva, dove gli acini 
sono come i chicchi d’uva  mentre il gambo è rappresentato sia dai protuboli (distali) sia dai 
tubuli collettori (prossimali). All’interno del lobo gli acini presentano una graduale 
maturazione partendo dalla zona germinativa fino al peduncolo testicolare, formato dal 
raggruppamento dei dotti collettori. Nello strato periferico ci sono gli acini più giovani, 
ovvero gli spermatogoni; poi spermatociti I; spermatociti II; spermatidi precoci e maturi; 
infine, gli spermatozoi che saranno riversati nei dotti collettori dagli acini maturi (Word and 
Hobbs, 1958b).  
 
1.5 Scopo della tesi  
Da quanto qui accennato risultano evidenti i molti problemi causati da P. clarkii (che è tra le cento 
specie aliene invasive più pericolose al mondo) agli ecosistemi, alla biodiversità, ai terreni agricoli 
ma anche gli argini dei fiumi, inducendo la comunità internazionale a ricercare delle soluzioni a 
salvaguardia dell’ambiente e dell’economia.  
L’obiettivo di questa tesi è, dunque, quello di individuare nuove metodologie per 
l’eradicazione di questa specie invasiva in quanto i sistemi tradizionali, come il trappollaggio 
intensivo, non sono efficaci e risolutivi. Infatti nonostante numerosi interventi non si è ancora 
riusciti a contrastare o almeno a limitare la diffusione del gambero killer nè in Italia nè nel 
resto del mondo. 
Il progetto di tesi, partendo da questa idea, si propone di sviluppare nuove tecniche che si 
concentrano principalmente sulla sperimentazione di tre metodologie indipendenti: cattura 
degli esemplari maschi, con l’utilizzo di feromoni come esche specie-specifiche; 
sterilizzazione degli individui, con esche contenenti l’ormone gonado inibitorio (GIH) e la 
tecnica del rilascio in natura di maschi sterili (SMRT).  
Fig. 18 Foto di un testicolo trilobato di P. clarkii 
Vaso deferente destro 
Vaso deferente sinistro 
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La prima metodologia utilizza i feromoni prodotti dalle ghiandole a rosetta associate alla 
vescica urinaria. In P. clarkii i feromoni sono rilasciati dalle femmine sessualmente mature 
per attrarre i maschi ricettivi, per cui si è deciso di sintetizzare in laboratorio queste molecole 
feromoniche per creare delle esche specie-specifiche. Una volta individuate queste molecole 
verranno testate sia attraverso esperimenti comportamentali sia in campo per verificare la loro 
funzionalità e l’applicabilità in natura.   
Il secondo metodo utilizza il GIH, un neuropeptide prodotto dal complesso organo X - 
ghiandola del seno, localizzato nei peduncoli oculari. La funzione principale del GIH è quella 
di inibire la vitellogenesi nelle femmine e lo sviluppo dei testicoli nei maschi, fattori 
fondamentali per il controllo della specie; tale molecola sarà quindi sintetizzata e 
successivamente inserita in nanoparticelle, e quindi introdotta nell’alimentazione degli 
esemplari investigati; a questo punto si valuterà l’assorbimento al fine della sterilizzazione 
degli individui. Questa metodologia faciliterebbe il controllo e la riduzione delle popolazioni 
di P. clarkii in quanto basterebbe somministrare il cibo con il GIH nei bacini infestati.  
La terza tecnica prevede la sterilizzazione e il successivo rilascio in natura di maschi di P. 
clarkii. Una volta rilasciati nel loro habitat gli esemplari di maschi sterili, mantenendo 
inalterato il comportamento riproduttivo, competerebbero con i maschi non trattati ed 
accoppiandosi con le femmine queste deporrebbero uova destinate a degenerare. Questo 
metodo permetterebbe, quindi, di ridurre drasticamente la popolazione esistente. L’obiettivo 
di queste nuove metodologie per il controllo e l’eradicazione del gambero della Louisiana è 
quello di ridurre drasticamente gli sforzi impiegati per la cattura e soprattutto abbattere i costi 
di gestione del problema, che attualmente sono altissimi. 
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2. Materiali e metodi 
2.1 Campionamento e stabulazione di P. clarkii 
Per i differenti test di laboratorio gli esemplari di P. clarkii utilizzati sono stati catturati presso 
il Canale del Brancolo (45°46' N, 13°30' E) sito nel comune di Staranzano in provincia di 
Gorizia, Friuli Venezia Giulia, Italia (fig. 19). Questo è un canale navigabile artificiale che, 
assieme ad una serie di canali minori,  scarica le acque di risorgiva raccolte ad oriente del 
fiume Isonzo, nel bacino di Panzano all'interno della sezione nord occidentale del Golfo di 
Trieste (Bernstein et al., 2001); scorre quasi parallelo alla linea di costa e delimita a sud 
un'area sottoposta a bonifica e denominata Bonifica del Brancolo. 
 
 
 
 
 
Si è deciso di utilizzare gamberi provenienti da questo canale in quanto il sito è stato 
sottoposto a monitoraggio da marzo 2013 a settembre 2014. La cattura è stata effettuata dai 
volontari dell'Ente Tutela Pesca FVG con nasse, contenenti una scatoletta di cibo per gatti, 
immerse nel canale e lasciate per almeno 48 ore (fig. 20).  
 
 
 
  
 
 
Gli animali catturati, sono stati portati presso i laboratori del Dipartimento di Scienze della 
Vita dell'Università di Trieste, successivamente sono stati dapprima divisi per sesso e quindi 
stabulati in acquari di 120 litri dotati di filtri ed aeratori. La stanza di stabulazione era isolata 
Fig. 20 Nassa e della scatoletta di cibo per gatti utilizzati nel campionamento. 
 
Fig. 19 Foto del Canale del Brancolo 
 
Materiali e metodi  
 
26 
 
dal resto dell'edificio e regolata termicamente a 22°C; anche il fotoperiodo era regolato a 14 
ore di luce e 10 ore di buio. Agli animali in stabulazione è stata regolarmente cambiata l'acqua 
e somministrato del mangime in granuli della SERA, tre volte a settimana. 
Per le femmine sono stati valutati i seguenti parametri: lunghezza del carapace dal rostro, 
presenza/assenza uova o piccoli e 14 femmine sonostate scelte per ulteriori analisi: 
lunghezza del carapace dal rostro (in mm); 
– lunghezza del carapace dall'occhio (in mm); 
– lunghezza del corpo dal rostro al telson (in mm); 
– peso umido dell'animale (in g); 
– peso dell'epatopancreas (in g); 
– peso dell'ovario (in g); 
Per i maschi è stata misurata la lunghezza del 
carapace dal rostro e registrato lo stadio 
riproduttivo, ovvero D o E. Tra questi, 35 maschi 
di lunghezza simile, sono stati scelti e separati 
dagli altri per il test di oral delivery.  Questi 
gamberi sono stati stabulati, singolarmente, in una 
vasca suddivisa in 8 settori, coperta da uno strato 
di 1 cm di plexiglaas trasparente (fig. 21). Tre 
giorni prima dell’esperimento i gamberi sono stati epeduncolati, per eliminare la fonte di 
produzione di cHH endogeno. Prima di procedere con le analisi gli animali sono stati 
adeguatamente anestetizzati in ghiaccio, in accordo con le normative etiche vigenti. Inoltre La 
somministrazione di cibo è stata sospesa 24 ore prima del test per aumentare la capacità 
nutritiva dei gamberi. 
2.2 Esche contenenti feromoni sessuali 
2.2.1 Creazione della libreria in phage display  
Estrazione di RNA da green gland e nefropori di P. clarkii 
I campioni di tessuto sono stati dissezionati da 12 esemplari di femmine, anestetizzate in 
ghiaccio, e conservati in 1 mL di TRIReagent® (Sigma-Aldrich) a -80°C fino al momento 
dell’estrazione dell’RNA. Per l’estrazione dell’RNA si sono seguite le indicazioni fornite dal 
produttore. 
Fig. 21 Foto della vasca in cui sono suddivisi i 
gamberi 
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La qualità e la concentrazione dell’RNA totale estratto da ogni esemplare sono state 
controllate utilizzando il Bioanalyzer 2100 (Agilent), con il kit Nano RNA chip, seguendo le 
indicazioni del produttore. 
 
Estrazione e quantificazione dell’mRNA poliA  
- Per l’estrazione dell’mRNA si è seguito il protocollo del kit Dynacapsule® mRNA 
DIRECT™ Kit (Life Technologies) 
Quantificazione dell’mRNA poliA con Qubit (Invitrogen) 
- Creare la soluzione per l’analisi mettendo 1 μL di Quant Reagent in 199 μL di Quant 
Buffer 
- Prendere 199 μL della soluzione precedente e aggiungere 1 μL del campione da 
quantificare 
Frammentazione dell’mRNA 
Allestire le seguente reazione in un tubo da 2 mL RNasi free 
 
 
 
Incubare 1 min e 30 sec a 94°C, poi in ghiaccio 
Produzione di cDNA first strand 
- Alla mix precedente aggiungere 0.5 μL primer attB2-N6 (10 μm) 
- Incubare nel termociclatore (Celbio, Euroclone) 2 min, 65°C  
- Aggiungere  
 
 
 
 
 
 
 
- Ciclo del termociclatore 
mRNA 3 μL 
H20  RNasi free 3 μL 
First strand buffer (super script II) 4 μL 
DTT 0.1 M 2 μL 
dNTPs mix 10 mM 1 μL 
Enzima super script II (Invitrogen) 4 μL 
Primer Smart-attB1 10  μM 1  μL 
H20  RNasi free 4.5  μL 
25°C per 5 min 
42°C per 45 min 
70°C per 15 min 
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- Purificare con colonnine del kit MiniElute e soluzioni del kit stesso, eluizione con 12 
μL di H20  RNasi free. 
PCR real-time di prova per determinare numero ottimali dei cicli di amplificazione 
- Preparare la seguente reazione per scegliere il ciclo ottimale per poi poter fare 
l’accumulo di cDNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
- Ciclo di amplificazione 
 
 
- Una volta individuato il ciclo sono state allestite altre 6 reazioni di amplificazione per 
accumulare il cDNA per il clonaggio, si utilizzano stesse quantità della prova di real-
time 
- Purificazione con colonnine kit MiniElute e soluzioni del kit stesso, eluizione con 12 
μL di H20  RNasi free.  
- Campione nuovamente quantificato con Qubit  
 BP-ricombinazione 
Passaggio in pDONR221 tramite BP-ricombinazione: Gateway BP Clonase II Enzyme mix 
- Reazione in 5 μL di volume finale  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
- Incubare 18 ore a 25°C 
- La mattina successiva aggiungere 1 μL di proteinasi K e tenere la provetta in ghiaccio 
Premix C 25 μL 
Taq FailSafe 2 μL 
Primer attB1II 10   μM 2 μL 
Primer attB2II 10 μM 2  μL 
cDNA 2  μL 
Eva green 2.5  μL 
H20  RNasi free 15.5  μL 
cDNA  0.4 μL 
pDONR221 (Life Technologies) 0.5 μL 
BP Clonase II Enzyme mix 1 μL 
H20  RNasi free 3.1  μL 
95°C per 1 min 
(95°C per 30 sec/66°C per 30 sec/68°C per 1 min) x 33 volte 
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- Purificazione con colonnine kit MiniElute e soluzioni del kit stesso, eluizione con 15 
μL di H20  RNasi free. 
Elettroporazione  
5 elettroporazioni in cuvette da 1 mm con: 
 
 
 
 
- Aggiungere il campione all’aliquota di cellule competenti  
- Tenere 30 sec in ghiaccio 
- Trasferire nella cuvette, tenuta in ghiaccio e asciugata bene, e assicurarsi che il 
campione sia sul fondo 
- Introdurre le cuvette nell’elettroporatore (1800 V) e premere start pulse (x 2 volte) 
- Aggiungere il SOC, trasferire in un tubo e far crescere 1 ora a 37°C 
Ricetta del terreno SOC: terreno SOB con 1% glucosio (Sigma) 
Ricetta del terreno SOB: 20 g bacto-tryptone, 5 g bacto-yeast extract, 0.5 g NaCl, 1 M 
KCl 2.5 mL. sterilizzare in autoclave e raffreddare, quindi aggiungere 5 M MgCl2 2 mL e 
1 M MgSO4 20 mL (tutti reagenti della Sigma-Aldrich) 
Piastratura   
- Preparazione di 4 piastre Petri quadrate grandi con terreno LB agar (Sigma-Aldrich) e 
Kanamicina-KAN (Euroclone S.p.A) (25 mg/mL) 
- Alla crescita aggiungere terreno LB agar fino ad un volume finale di 12 mL 
- Piastrare 4 mL per piastra 
- Diluizioni su piastre piccole di LB agar e KAN: 
1 μL dell’originale in 99 μL di SOC = diluizione 103 
1
 μL della diluizione 103 in 99 μL di SOC = diluizione 105 
1 μL della diluizione 105 in 99 μL di SOC = diluizione 107 
- Lasciare crescere over/night (O/N) a 30°C 
- Il giorno dopo conta delle colonie 
- Raccogliere la libreria con terreno LB (ottenute 4 falcon da 15 mL con circa 4 mL di 
libreria) 
- Centrifugare per 20 min, 5000rpm a 10°C e congelare i pellet a -80°C 
Cellule  elettrocompetenti DH10B    30 μL  
Campione purificato 3 μL 
Terreno SOC a 37°C  500 μL 
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PCR per controllo libreria 
- Fare alcune PCR da colonia (dalla piastre di diluizione) per vedere se inserti 
presentano le dimensioni giuste 
- Riso spendo le colonie in 20 mL di terreno liquido 
- Allestire la seguente mix: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- Ciclo di amplificazione 
 
- I campioni sono stati caricati su gel di agarosio (Invitrogen) 1,5% 
 
- 48 amplificati sono stati mandati a sequenziare 
 
MIDI-prep della libreria 
1 dei 4 pellet è stato usato per la MIDI-prep, è stato usato il kit Quiagen plasmide purification 
kit (Quiagen) 
- Risospendere il pellet in 4 mL di buffer P1 
- Aggiungere 4 mL di buffer P2, mescolare per inversione 4-6 volte e incubare 5 min a 
temperatura ambiente 
- Aggiungere 4 mL di buffer P3, mescolare per inversione e incubare in ghiaccio 15 min 
- Centrifugare 20000g, 15 min a 8°C, recuperare il surnatante e ricentrifugare 20000g, 
15 min a 8°C 
- Equilibrare la colonna facendo passare per gravità 4 mL i buffer QBT 
- Versare nella colonna il surnatante e aspettare che fluisca per gravità 
- Lavare la resina con 10+10 mL di buffer QC 
Campione risospeso 1 μL 
Buffer 10X (Invitrogen) 2 μL 
MgCl2 50 mM (Sigma) 0.6 μL 
dNTPs mix 10 mM ( Invitrogen) 0.4  μL 
Primer M13 for (10 μM) 0.5 μL 
Primer M13 rev (10 μM) 0.5 μL 
Taq pol (Invitrogen) 0.2  μL 
H2O sterile 14.8  μL 
94°C per 10 min 
(94°C per 30 sec/60°C per 30 sec/72°C per 45 sec) x 30 volte 
72°C per 10 min 
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- Eluire il DNA con 5 mL di buffer QF posizionando la colonna in una falcon da 15 mL 
pulita 
- Aggiungere 3.5 mL di isopropanolo a temperatura ambiente, centrifugare 15000g pe 
r30 min a 8°C 
- Eliminare il surnatante 
- Lavare il pellet con 3 mL EtOH 70% a temperatura ambiente, centrifugare 15000g, 10 
min a 8°C. eliminare il surnatante 
- Far asciugare il pellet all’aria e risospendere 60 μL di H2O sterile 
- Quantificare il campione col Qubit  
 
LR ricombinazione 
Passaggio in pDAF tramite LR-ricombinazione 
- Campione diluito in modo che abbia una concentrazione di 200 ng/μL 
- Reazione in un volume di 10 μL 
 
 
 
 
 
 
- Incubare 8 ore a 25°C 
- Mattina seguente aggiungere 1 μL di proteinasi K poi provetta in ghiaccio 
- Purificazione con colonnine MinElute Purification kit (Qiagen)  e soluzioni del kit 
stesso, eluizione con 10 μL di H20  RNasi free. 
Elettroporazione  
3 elettroporazioni con cuvette da 1 mm con: 
 
 
 
 
- Aggiungere il campione all’aliquota di cellule competenti  
- Tenere 30 sec in ghiaccio 
Midi libreria 1 μL 
pDAF 1.5 μL 
Buffer 2.5X 2.5 μL 
LR-clonase  2  μL 
H2O sterile 3  μL 
Cellule  elettrocompetenti DH10B (Invitrogen cat. 18290-015)    30 μL  
Campione purificato 2 μL 
Terreno SOC a 37°C  500 μL 
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- Trasferire nella cuvette, tenuta in ghiaccio e asciugata bene, e assicurarsi che il 
campione sia sul fondo 
- Introdurre le cuvette nell’elettroporatore (1800 V) (Electroporetor 2510, Eppendorf) e 
premere start pulse (x 2 volte) 
- Aggiungere il SOC, trasferire in un tubo e far crescere 1 ora a 37°C 
Piastratura   
- Preparazione di piastre Petri quadrate grandi con terreno LB agar e Ampicillina (AMP, 
Euroclone S.p.A) (25 mg/mL) 
- Alla crescita aggiungere terreno LB agar fino ad un volume finale di 8 mL 
- Piastrare 4 mL per piastra 
- Diluizioni su piastre piccole di LB agar e AMP: 
5 μL dell’originale in 95 μL di LB = prendo 1 μL e piastro 
10
 μL della diluizione precedente  in 90 μL di LB = prendo 1 μL e piastro 
10 μL della diluizione precedente in 90 μL di LB = prendo 1 μL e piastro  
- Lasciare crescere O/N a 30°C 
- Il giorno dopo conta delle colonie 
- Raccogliere la libreria con terreno LB (ottenute 2 falcon da 15 mL con circa 4 mL di 
libreria) 
- Centrifugare per 20 min, 5000rpm a 10°C e congelare i pellet a -80°C 
 
MIDI-prep della libreria 
Solo metà di uno dei 2 pellet è stato usato per la MIDI-prep, eseguita con il kit Quiagen 
plasmide purification kit (Quiagen), seguendo il protocollo previsto dal produttore. 
Quantificare il campione col Qubit  
 
PCR per controllo 
- Fare alcune PCR da colonia (dalla piastre di diluizione) per vedere se gli inserti dei 
cloni presentano le dimensioni giuste 
- Riso spendo le colonie in 20 μL  di terreno liquido 
- Allestire la seguente mix: 
Campione risospeso 1 μL 
Buffer 10X (Invitrogen) 2 μL 
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- Ciclo di amplificazione 
 
- I campioni sono stati caricati su gel di agarosio 1,5% 
 
- 48 amplificati sono stati mandati a sequenziare 
 
Trasformazione della libreria in cellule DH5αF’ (Escherichia coli One Shot® MAX 
Efficiency® DH5α™-T1R Competent Cells (Invitrogen)) 
Si è deciso di trasformare 200 ng di MIDI 
3 elettroporazioni con cuvette da 1 mm con: 
 
- Aggiungere il campione all’aliquota di cellule competenti  
- Tenere 30 sec in ghiaccio 
- Trasferire nella cuvette, tenuta in ghiaccio e asciugata bene, e assicurarsi che il 
campione sia sul fondo 
- Introdurre le cuvette nell’elettroporatore (1800 V) e premere start pulse (x 2 volte) 
- Aggiungere il SOC, trasferire in un tubo e far crescere 1 ora a 37°C 
 
Piastratura   
- Preparazione di piastre Petri quadrate grandi con terreno LB agar e AMP (100 mg/mL) 
- Alla crescita aggiungere terreno LB agar fino ad un volume finale di 4 mL 
MgCl2 50 mM (Sigma-Aldrich) 0.6 μL 
dNTPs mix 10 mM (Invitrogen) 0.4  μL 
Primer M13 revseq (10 μM) 1 μL 
Primer VH seq (10 μM) 1 μL 
Taq pol (invitrogen) 0.2  μL 
H2O sterile 13.8  μL 
Cellule  elettrocompetenti  DH5αF’    40 μL  
Campione purificato 2 μL 
Terreno SOC a 37°C  500 μL 
94°C per 10 min 
(94°C per 30 sec/60°C per 30 sec/72°C per 45 sec) x 30 volte 
72°C per 10 min 
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- Piastrare 4 mL per piastra 
- Diluizioni su piastre piccole di LB agar e AMP100: 
5 μL dell’originale in 95 μL di LB = prendo 1 μL e piastro (728 colonie) 
10
 μL della diluizione precedente  in 90 μL di LB = prendo 1 μL e piastro (73 colonie) 
10 μL della diluizione precedente in 90 μL di LB = prendo 1 μL e piastro  (6 colonie) 
- Lasciare crescere O/N a 30°C 
- Il giorno dopo conta delle colonie 
- Raccogliere la libreria aggiungendo 4 mL di terreno LB (Sigma-Aldrich), aggiungere 
glicerolo sterile 20% (ottenute 10 aliquote da 50 μL il resto tutto insieme) 
 
2.2.2 Selezione della libreria 
Primo giorno 
- Prendere aliquota della libreria e inocularla in 10 mL di terreno 2xYT+AMP 
100+glucosio 1%  
- Lasciar crescere la libreria da D.O.600=0.05 in 10 mL (5x10
7 
batteri per mL) a 
D.O.600=0.5 (5x10
8 
batteri per mL) a 37°C in agitazione 
- Aggiungere fago helper M13K07 (NEB) 10 μL/mL (il fago helper deve avere un titolo 
tale che nel mL di coltura i fagi siano da 10 a 100 volte più numerosi dei batteri), io 
ho aggiunto 100 μL di fago helper titolato 1.7x109/μL 
- Lasciare infettare a 37°C per 45 min fermo 
- Centrifugare a 1500rpm, 20 min a 10°C 
- Eliminare sopranatante e risospendere con 10 mL di terreno 2xYT+AMP100+ KAN25 
- Far crescere O/N a 28-30°C in agitazione 
- Contemporaneamente saturare un immunotubo, riempiendolo fino all’orlo, con latte in 
polvere al 2% e lasciarlo O/N in frigo 
 
Secondo giorno, primo ciclo di selezione 
- Centrifugare la crescita O/N a 5000rpm, 20 min a 10°C 
- Recuperare il sopranatante e metterlo in una falcon da 15 mL aggiungendo PEG 
(Polyethylene Glycol 8000, Usb Corporation) 20% in NaCl 2.5 M (2.5 mL di PEG) 
- Lasciare 45 min in ghiaccio 
- Centrifugare a 5000rpm, 20 min a 10°C, eliminare il sopranatante riso spendere con 1 
mL di PBS 1X filtrato (500 μL + 500 μL) e mettere in eppendorf 
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- Centrifugare a temperatura ambiente a 13000rpm, 5 min, recuperare il sopranatante e 
metterlo in un’eppendorf pulita e tenere in ghiaccio (INPUT della selezione) 
- Saturare i fagi: prendere 10 μL di fagi ottenuti e metterli in 2 mL di latte in polvere 
(Delikat Gramm) 2% e lasciarli fermi sul banco per almeno 30 min 
- Contemporaneamente prendere l’immunotubo dal frigo, eliminare il latte in polvere e 
fare un lavaggio con PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich) 1X e mettere 
sul fondo dell’immunotubo un po’ di parraffina (Europages) (circa 0.5 cm dal fondo). 
Inserire nell’immunotubo 6 antennule (quella di sinistra) di 6 differenti maschi P. 
clarkii  
- Aggiungere i fagi precedentemente saturati nell’immunotubo, chiudere bene con 
prafilm e mettere in rocking per 30 min 
-  Togliere dal rocking e lasciare l’immunotubo fermo sul banco per 1 ora e 30 min 
- Lavare l’immunotubo 10 volte con PBS-Tween (Sigma-Aldrich) 0.1% e 10 volte con 
PBS 1X 
- Dopo i lavaggi aggiungere 2 mL di DH5αF’ a d.O.600=0.5 e lasciare infettare in stufa a 
37°C per 45 min fermo 
- Recuperare i batteri (circa 2 mL) e piastrare una piccola parte per calcolare l’OUTPUT 
del primo ciclo di selezione (1:2000, 1:20000, 1:200000) e lasciare crescere O/N a 
37°C 
- Infettare i batteri con 20 μL di fago helper titolato 1.7x109/μL 
- Lasciare 45 min fermo a 37°C 
- Centrifugare a temperatura ambiente, 2000rpm per 20 min per pellettare i batteri 
- Eliminare il sopranatante e risospendere con 10 mL di terreno 
2xYT+AMP100+KAN25  
- Far crescere O/N a 28-30°C in agitazione 
- Contemporaneamente saturare un immunotubo, riempiendolo fino all’orlo, con latte in 
polvere al 2% e lasciarlo O/N in frigo 
- Procedere con la titolazione dei fagi per calcolare l’INPUT: diluire i fagi in PBS 1X 
filtrato in modo che abbiano una concentrazione di 10
-2
, 10
-4
, 10
-6
  
- Aggiungere 2 μL delle diluizioni a 1 mL di batteri DH5αF’ cresciuti a D.O.600=0.5 in 
2xYT 
- Lasciare a 37°C per 45 min fermo 
- Fare in microtiter delle diluizioni scalari per ciascuna infezione 
 Indiluita 100 μL di ciascuna infezione 
 10-1 ovvero 90 μL 2xYT + 10 μL di fagi indiluiti 
 10-2 ovvero 90 μL 2xYT + 10 μL di fagi della diluizione precedente 
Materiali e metodi  
 
36 
 
 10-3 ovvero 90 μL 2xYT + 10 μL di fagi della diluizione precedente 
 10-4 ovvero 90 μL 2xYT + 10 μL di fagi della diluizione precedente 
 10-5 ovvero 90 μL 2xYT + 10 μL di fagi della diluizione precedente 
- Piastrare 5 μL di ogni diluizione (spot triplicato) su LB agar con AMP 100 μg/mL 
- Far crescere O/N a 37°C 
- Fare i calcoli sulla penultima diluizione che presenta colonie 
 
Terzo giorno, secondo ciclo di selezione 
Ripeto esattamente tutti i passaggi del giorno due, solo che si prenderanno le 6 antennule di 
destra degli stessi 6 esemplari maschi di P. clarkii utilizzati per il primo ciclo di selezione. 
 
Calcolo dell’arricchimento 
- Calcola titolo sia dell’input che dell’output del primo ciclo di selezioni 
- Calcolare il rapporto output/input del primo ciclo di selezioni 
- Calcola titolo sia dell’input che dell’output del secondo ciclo di selezioni 
- Calcolare il rapporto output/input del secondo ciclo di selezioni 
- Calcolare l’arricchimento facendo il rapporto tra il rapporto output/input del secondo 
ciclo di selezioni/ il rapporto output/input del primo ciclo di selezioni 
 
 
2.2.3 Produzione e liofilizzazione dei fagi per gli esperimenti comportamentali 
Primo giorno 
- Prendere 5 μL della libreria selezionata e inocularli in 10 mL di terreno 
2xYT+AMP100  
- Lasciare crescere la libreria da D.O.600=0.05 in 10 mL (5x10
7
 batteri per mL) a 
D.O.600=0.5 (5x10
8
 batteri per mL) a 37°C in agitazione 
- Aggiungere aggiungere 100 μL di fago helper titolato 1.7x109/μL 
- Lasciare infettare a 37°C, 45 min fermo 
- Centrifugare a 1500rpm, 20 min a 10°C 
- Eliminare sopranatante e risospendere con 10 mL di terreno 2xYT+AMP100+ KAN25 
- Far crescere O/N a 28-30°C in agitazione 
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Secondo giorno 
- Centrifugare la crescita O/N a 5000rpm, 20 min a 10°C 
- Recuperare il sopranatante (10 mL) e metterlo in una falcon da 15 mL aggiungendo 
PEG 20% in NaCl 2.5 M (2.5 mL di PEG) 
- Lasciare 45 min in ghiaccio 
- Centrifugare a 5000rpm, 20 min a 10°C, eliminare il sopranatante riso spendere con 1 
mL di PBS 1X filtrato (500 μL + 500 μL) e mettere in eppendorf 
- Centrifugare a temperatura ambiente a 13000rpm, 5 min, recuperare il sopranatante e 
metterlo in un’eppendorf pulita e tenere in ghiaccio 
- Procedere con la titolazione dei fagi: diluire i fagi in PBS 1X filtrato in modo che 
abbiano una concentrazione di 10
-2
, 10
-4
, 10
-6
  
- Aggiungere 2 μL delle diluizioni a 1 mL di batteri DH5αF’ cresciuti a D.O.600=0.5 in 
2xYT 
- Lasciare a 37°C per 45 min fermo 
- Fare in microtiter delle diluizioni scalari per ciscuna infezione 
 Indiluita 100 μL di ciascuna infezione 
 10-1 ovvero 90 μL 2xYT + 10 μL di fagi indiluiti 
 10-2 ovvero 90 μL 2xYT + 10 μL di fagi della diluizione precedente 
 10-3 ovvero 90 μL 2xYT + 10 μL di fagi della diluizione precedente 
 10-4 ovvero 90 μL 2xYT + 10 μL di fagi della diluizione precedente 
 10-5 ovvero 90 μL 2xYT + 10 μL di fagi della diluizione precedente 
- Piastrare 5 μL di ogni diluizione (spot triplicato) su LB agar con AMP 100 μg/mL 
- Far crescere O/N a 37°C 
- Fare i calcoli sulla penultima diluizione che presenta colonie 
- Per ogni selezione ho fatto 24 aliquote, ognuna delle quali aveva un numero di 
particelle fagiche pari a 10
11 
 
- Tutte le aliquote di tutte le selezioni sono state liofilizzate O/N con il liofilizzatore 
Heto CT 60 e 
 
2.2.4 Esperimenti comportamentali 
Gli animali sperimentali sono stati catturati con bertovelli ad esca nell’area delle Cascine di 
Tavola e del Lago Ombrone (PO) e nell’oasi delle Querciola a Sesto Fiorentino (FI) nel mese 
di maggio, ovvero prima dell’inizio della stagione riproduttiva. Questo accorgimento ha 
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consentito la cattura di individui con una bassa probabilità di essersi accoppiati prima delle 
osservazioni comportamentali e quindi in grado di esprimere la massima recettività ai 
potenziali stimoli feromonali in fase sperimentale (Aquiloni & Gherardi 2010). Gli esemplari 
catturati (circa 300 tra maschi e femmine di Procambarus clarkii) sono stati immediatamente 
trasportati in laboratorio e divisi per genere in vasche di stabulazione in 108 litri di acqua (120 
x 60 cm; acqua 15 cm) dotate di rifugi artificiali e sottoposte ad un ciclo naturale luce-buio. 
Gli animali sono stati nutriti ogni giorno ad libitum con larve di Calliphora sp. e le vasche 
sono state regolarmente pulite dopo il pasto. Per entrambi i sessi, solo gli individui adulti con 
entrambe le chele e tutte le appendici locomotorie intatte sono stati utilizzati nelle successive 
fasi sperimentali, assicurandosi che i maschi fossero tutti di tipo riproduttivo (Forma I). Da 
questo gruppo sono stati successivamente prelevati a caso 25 maschi sperimentali e trasferiti 
in acquari individuali (28 x 20 x 18 cm). Ad ogni maschio è stata misurata la lunghezza del 
cefalotorace con un calibro (accuratezza 0.1 mm) (Maurer) per verificare, a posteriori, la 
rappresentatività del campione selezionato. Come atteso, la taglia degli animali sperimentali è 
risultata analoga alla taglia della popolazione maschile pescata (47.54±0.53 vs 46.6±0.72; 
t=0.500, df=128 P= 0.617).  
Prima dell’inizio degli esperimenti, i maschi sono stati osservati ogni giorno per capire la loro 
disponibilità all’accoppiamento inserendo nel loro acquario una femmina sessualmente 
riproduttiva di dimensioni adeguate (Aquiloni and Gherardi, 2008). Quando il maschio 
manifestava il classico display di accoppiamento, era trasferito in un acquario sperimentale 
(35 x 23 x 22 cm) e mantenuto in completo isolamento per una settimana in modo da 
eliminare l’esperienza sociale pregressa prima delle osservazioni comportamentali 
(Hemsworth et al., 2007). L’apparato sperimentale consisteva in 25 acquari, uno per ciascun 
maschio, disposti in batteria e identificati con un numero. Gli acquari erano visivamente 
isolati uno dall’altro con lamine in plexiglass opaco e riempiti con 5.5 litri d’acqua che 
raggiungeva un livello di 7 cm, in modo che gli animali vi fossero completamente immersi ma 
le loro antenne ne toccassero la superficie. In ogni acquario era inserito un rifugio artificiale 
disposto dalla parte opposta alla zona di rilascio dello stimolo. Il rifugio aveva due funzioni 
importanti: la prima era ospitare l’animale in riposo riducendone lo stress dovuto alla lunga 
permanenza in laboratorio, la seconda era fornire un’alternativa allo stimolo che aiutasse a 
discriminare tra una locomozione disordinata, legata al disagio di occupare uno spazio 
limitato in un contesto non naturale, e una orientata e scatenata dallo stimolo.  
Il saggio in vivo consisteva in osservazioni del comportamento in due fasi successive: (1) una 
fase di controllo in cui 20 mL di soluzione fisiologica erano rilasciati  per mezzo di una 
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siringa sterile nell’acqua  nel lato opposto dell’acquario rispetto a quello occupato dalla tana e 
(2) una fase sperimentale in cui erano somministrati, con la stessa modalità della fase di 
controllo, 20 mL di soluzione di trattamento (fisiologica e pool fagico). Nei test di controllo 
anche durante la seconda fase veniva somministrata la sola soluzione fisiologica. Il 
comportamento era osservato in ciascuna delle due fasi per tre minuti (tempo sufficiente nei 
gamberi a mostrare eventuali alterazioni del comportamento in risposta ad uno stimolo; vedi 
Acquistapace et al. (2002) a partire dalla prima reazione dell’animale test. Il tempo intercorso 
tra il rilascio della soluzione e la prima reazione dell’animale è stato registrato come tempo di 
latenza. Quando il tempo di latenza superava i 15 minuti, il test era interrotto e la risposta allo 
stimolo considerata nulla. Analogamente ad Aquiloni et al. (2009), per assicurarsi che la 
manipolazione prevista dal protocollo sperimentale per la somministrazione delle soluzioni 
non disturbasse gli animali test, è stato condotto un test preliminare di controllo utilizzando la 
stessa procedura descritta sopra ma rilasciando in entrambe le fasi solo soluzione fisiologica.    
I parametri raccolti in ciascuna fase dei test preliminari, sperimentali e del controllo erano: 
 
(1) la locomozione (in secondi), il cui cambiamento di direzione e intensità denota la 
percezione di stimoli (Acquistapace et al., 2002), distinguendo tra locomozione 
orientata verso il punto di rilascio dello stimolo e locomozione non orientata;  
(2) il movimento antennale (in secondi) distinguendo tra il movimento delle antenne o 
delle antennule; entrambi questi movimenti sono infatti legati all’attività di 
esplorazione/ricerca: le antenne vengono utilizzate prevalentemente con funzione 
tattile, le antennule sono invece specializzate nella percezione olfattiva-gustativa. 
Questi parametri sono stati scelti in quanto, oltre ad essere diagnostici di un’eventuale 
percezione sensoriale, sono quantificabili in modo oggettivo e consentono un’analisi di tipo 
statistico.  Diversamente, le osservazioni più strettamente di tipo comportamentale come la 
descrizione posturale dell’animale, seppur interessanti, non consentono una elaborazione 
numerica del dato. In ogni caso, il comportamento individuale è stato osservato annotando, in 
particolare, la postura degli animali ed eventuali movimenti stereotipati.  
Successivamente è stata calcolata la differenza tra la durata dei parametri (1) e (2) in fase 
sperimentale e in fase di controllo ed il dato netto ottenuto è stato analizzato con appropriati 
test statistici. In questo modo è stato anche possibile distinguere tra individui reattivi (R, 
ovvero individui che mostrano un cambiamento nel tempo speso nelle attività di locomozione 
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o movimento antennale tra la fase di controllo e la fase di trattamento) o non-reattivi (NR, 
ovvero individui che spendono lo stesso tempo con uno scarto di ±15 sec nelle due fasi).  
I gamberi sperimentali erano osservati ogni giorno una sola volta in un ordine completamente 
randomizzato e tale che ogni giorno erano somministrati tutti i pool fagici e il controllo (in 
questo modo abbiamo evitato che le possibili alterazioni nella risposta legate alla permanenza 
in laboratorio influenzassero il risultato) ma ogni test era effettuato sempre su gamberi 
sperimentali diversi (per evitare una pseudo-replicazione delle osservazioni), ottenendo 25 
repliche per pool in 25 giorni di esperimenti. Al termine delle osservazioni comportamentali, 
le vasche erano svuotate e accuratamente lavate prima di essere nuovamente riempite di 
acqua.  Gli animali erano alimentati ogni tre giorni, sospendendo le osservazioni. I test sono 
stati condotti presso i laboratori di Biologia dell’Università di Firenze tra le 9 e le 13 dal 27 di 
maggio al 4 luglio 2014. 
2.2.5 Produzione ed inclusione dei fagi nelle esche per le prove in natura 
Per la produzione dei fagi, per le esche in natura, si segue lo stesso protocollo utilizzato per la 
produzione dei fagi per gli esperimenti comportamentali; l’unica differenza è che non saranno 
liofilizzati ma inclusi in una matrice di alginato.  
Per la produzione della matrice di alginato si segue il seguente protocollo: 
- Sciogliere CaCO3 80 mM, ovvero 0.6 g, in 75 mL H2O sterile, lasciare in agitazione 
- Sciogliere GDL 160 mM, ovvero 2.13 g, in 75 mL H2O sterile, lasciare in agitazione 
- Mescolare l’ALG con GDL e CaCO3, mantenendolo sempre in agitazione, ALG 2% 
GDL 40mM CaCO3 20mM 
- Aggiungere i 20 mL di fagi lasciando sempre in agitazione 
- Colare 32 mL della soluzione in 10 piastre petri precedentemente forate (nel coperchio 
sono praticati circa 30 fori con diametro di 1 cm circa) 
- Lasciare solidificare O/N in frigo 
Elenco sequenze primers 
Primer Sequenza 
attB1II TGTTCAAACATGTTTTTTCGTCCGA 
attB2II TGGGTCGAAAGAACATGTTTCACCA 
M13REV CAGGAAACAGCTATGACCATGT 
M13REVseq AGCGGATAACAATTTCACACA 
VHseq CAACTTTCAACAGTAGCGGC 
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2.3 Esche contenenti GIH 
2.3.1 caratterizzazione capsule con ormone modello: insulina (HI) 
2.3.1.1 preparazione di capsule di alginato (ALG) e di alginato/chitosano (CS)  
- Preparare le seguenti soluzioni: 
 concentrazione 
volume 
soluzione (mL) 
peso  
ALG 4% p/V 5 0.2 g 
HI 0.2% p/V  5 0.01 g 
AcONa 0.2 M 40 0.65 g 
AcOH 0.2 M 200 2.28 mL 
CS 0.6% 20 0.12 g 
CaCl2 0.05 M 500 3.67 g 
 
- Preparare ALG, da Laminaria hyperborea (Protanal LF 10/60 FMC Biopolymers) FG 
0.69; [η] = 5.46 dL/g, sciogliendo 0.2g in 5mL H2O deionizzata, lasciare in agitazione 
O/N  
 
- Mescolare 5 mL di ALG con 5 mL di HI umana ricombinante (Sigma Aldrich) 
(concentrazione finale ALG 2% p/V HI 0.1% p/V)  
 
- Preparare la soluzione di CS (Sigma Aldrich), da 19%; [η] = 6.43 dL/g, sciogliendo 
0.12 g di CS in 20 mL di AcOH, lasciare in agitazione O/N  
 
- Sciogliere 0.6567g di CaCl2  in 40mL di AcONa, lasciare in agitazione fino a quando 
CaCl2 è completamente sciolto. Successivamente unire 20mL di questa soluzione a 
quella di CS e lasciare in agitazione. 
40 mL CS 3% AcOH 0.1M AcONa 0.M CaCl2 50 mM 
 
- Preparare le capsule facendo gocciolare, mediante siringa (con ago di 25 G), 2 mL 
della soluzione ALG-HI in 80 mL di CaCl2 50 mM (rapporto soluzione ALG-HI: 
CaCl2=1:40) o per le capsule con chitosano in 40 mL di CS 0.3% AcOH 0.1M 
AcONa 0.1 M CaCl2 50 mM (rapporto soluzione ALG-HI: CS- AcOH- AcONa 
=1:20) 
 
- Lasciare 10 min in agitazione 
 
- Lavare le capsule con H2O deionizzata 
 
2.3.1.2 Determinazione dell’efficienza di incapsulazione (EE) e del caricamento (loading) 
- Sciogliere 1 g di capsule in 5 mL di Na-citrato 0.1 M (chelante del Ca++ che distrugge 
le strutture del gel di ALG), lasciare in agitazione per 15 min 
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- I campioni prelevati sono stati analizzati con il metodo di quantificazione delle 
proteine BCA Assay Kit (bicinchoninic acid assay della Sigma-Aldrich) seguendo il 
protocollo presente nel kit. 
- Una volta preparati i campioni la lettura viene eseguita alla lunghezza d’onda di 562 
nm con il Tecan Nanoquant (M200) 
- Calcolare efficienza (EE) e il loading 
 
 
 
2.3.2 Preparazione di microcapsule di ALG/CS 
-  Preparare le seguenti soluzioni per la prima fase: 
 concentrazione 
volume 
soluzione (mL) 
peso  
ALG 4% p/V 1.5 0.06 g 
cHH 0.66μg/μL 1.5 0.001 g 
CS 0.6% 80 in AcOH 4.8 g 
AcOH 0.2 M 200 2.28 mL 
AcONa 0.2 M 40 (Vf=80mL) 2.18 g 
CaCl2 200 mM 40 (Vf=80mL) 2.35 g 
 
- Mescolare la soluzione di 1mg di cHH (cHH sintetico di P. clarkii, sintetizzato in fase 
solida con modificazioni post tradizionali del nativo, presso laboratorio Corrado 
Guarnaccia ICGEB e presso il laboratorio di Alessandro Tossi UNITS), quantità 
decisa in modo che ogni animale riceva 100μg di cHH, sciolto in H2O milliQ con la 
soluzione di ALG al 4%. La concentrazione finale dell’ALG sarà 2%.  
- Preparare le capsule, mediante l’utilizzo di un generatore elettrostatico di microsfere 
(con apertura di diametro di 0,9 mm) (fig. 22) (Strand et al., 2002), 3mL della  
soluzione ALG-cHH in 160mL di CS 0.3% AcOH 0.1M AcONa 0.1M CaCl2 100mM 
(rapporto soluzione ALG-cHH: CS- AcOH- AcONa =1:53) 
 
 
 
 
 
 
Fig. 22 Electronic capsule generator 
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- Lasciare 10 min in agitazione 
- Lavare le capsule con H2O deionizzata 
- Preparare le seguenti soluzioni per la seconda fase: 
 
- Sciogliere il CaCO3 in 9mL di ALG lasciando 10 min in agitazione 
- Mescolare la soluzione precedentemente preparata con il mangime in H2O deionizzata 
e infine aggiungere il GDL 
- Con una pipetta Pasteur prendere una goccia della soluzione preparata e colarla sopra a 
circa 30 microsfere preparate nella prima fase, per creare una sorta di sfera più grande 
che costituisca la seconda capsula. Saranno così preparate 5 capsule per ogni gambero 
- Riporre le capsule così create in frigo a 8°C O/N 
- Ripetendo il procedimento appena descritto si producono anche le capsule di controllo 
che non avranno all’interno il cHH 
 
2.3.3 Preparazione delle capsule tramite microemulsione  
Risospensione del cHH liofilizzato (1mg) in PBS 1X pH=8.4 filtrato (250 μL). 
Successivamente si procede con la produzione della microemulsione, 
acqua/olio/acqua (A/O/A), attraverso l’utilizzo di un sonicatore ad 
ultrasuoni (Bandelin electronic Sonopuls GM70, Berlino, Germania) 
(fig. 23) rispettando i seguenti rapporti:  
 ME-1 - volume iniziale : volume finale = 1:5 
 ME-2 - volume iniziale : volume finale = 1:5 
La ME-1 si prepara, all’interno di una falcon da 50mL, aggiungendo 
goccia a goccia la soluzione acquosa (cHH-PBS)  1 mL di olio di 
arachidi ultra-purificato (Sigma-Aldrich, USA) e 125 µL Tween 80 
(Sigma-Aldrich, USA) (rapporto 1:5); successivamente si inserirà una 
sonda ad ultrasuoni per produrre la microemulsione. Per ottenere la 
 concentrazione 
volume finale 
soluzione 18mL 
peso  
ALG 4% 9 0.36 g 
GDL 40 mM 3 0.13 g 
CaCO3 20 mM in ALG 0.036 g 
mangime in H2O 
deionizzata 
- 6 1.5 g 
Fig. 23 Sonicatore ad ultrasuoni 
utilizzato per produrre le 
microemulsioni 
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ME-1 finale saranno necessari 5 cicli di sonicazione (il primo di 2 min e gli altri 1 min 
ciascuno). Tra un ciclo e l’altro la falcon con la ME-1 è immersa, per un minuto, in ghiaccio 
per raffreddarla e garantire la conservazione del cHH.  La ME-2 si prepara aggiungendo 
goccia a goccia la soluzione ME-1 5 mL acqua apirogena (Versylene® Fresenius, Francia) e 
250 µL Tween 80 (Sigma-Aldrich, USA) (rapporto 1:5),  anche in questo caso si utilizzerà la 
sonda a ultrasuoni (3 cicli di sonicazione: 2 min, 1 min e 1 min alternati a 1 min in ghiaccio) 
per produrre la microemulsione finale (fig. 24). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Contemporaneamente si preparano la soluzione alimentante base (ovvero la soluzione 
necessaria per produrre le capsule ALG) e la soluzione di mangime per gamberi, sciolto in 
acqua distillata. La preparazione di 30 mL di soluzione alimentante base (ancora priva della 
ME-2) al 6% p/V di alginato sodico prevede la seguente metodica: 
 Si pesano 0,9 g alginato sodico (Sigma-Aldrich, UK); 
 Si prelevano 13,62 mL di acqua apirogena e si versano in un becker di plastica da 
50mL; 
 Si aggiunge nel becker, a piccole aliquote, un terzo dell’alginato sodico e lo si miscela 
adoperando un minipimer; 
 Si prelevano 16,44 mL di soluzione idroalcolica di HPMC (ovvero idrossipropil metil 
etere della cellulosa, ottenuto attraverso modificazioni sintetiche dal polimero 
naturale) dalla soluzione madre (ovvero 1g di HPMC in 100mL di alcool etilico); 
 Si versa a livello della zona di miscelazione del minipimer, lentamente e 
costantemente, metà soluzione idroalcolica di HPMC; 
 Si aggiunge nel becker, a piccole aliquote, un ulteriore terzo dell’alginato sodico; 
Olio  
Acqua   
Microemulsione  
Fig. 24 Schema generale del processo di preparazione di microemulsioni su nano-scala, prima fase con ME-1 
(schema verde a sinistra) e seconda fase ME-2 (schema lilla a destra), mediante sonda ad ultrasuoni (*) ed aggiunta 
goccia a goccia delle rispettive soluzioni(#).  
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 Si versa a livello della zona di miscelazione del pimer, lentamente e costantemente, la 
rimanente porzione di soluzione idroalcolica di HPMC; 
 Si aggiunge nel becker, a piccole aliquote, il rimanente alginato sodico e lo si miscela. 
La soluzione contenente mangime commerciale per gamberi, che è utilizzata come 
“appetizer” è preparata nel seguente modo: 
 Si pesano 3 g di mangime per gamberi; 
 Si colloca il mangime pesato in un becker da 25 mL 
 Si versano nel becker 12 mL di acqua distillata; 
 Si lascia imbibire per 30 min il mangime; 
 Si omogeneizza il contenuto del becker con un omogeneizzatore (Dremel 300, Dremel 
Europe, Olanda), eliminando accuratamente i grumi presenti. 
Infine si procede con la preparazione della soluzione alimentante finale: 
 si mescolano, in un becker da 25mL, 15 mL di SA base con 6 mL di soluzione con 
mangime, aggiungendo quest’ultimo goccia a goccia mantenendo la soluzione in 
agitazione costante con un minipimer; 
 aggiungere alla soluzione precedentemente preparata, sempre goccia a goccia e in 
agitazione, 6.25 mL di ME-2.  
 Terminata la procedura, si mantiene in agitazione, per ulteriori 5 min la soluzione 
alimentante finale. 
Il rapporto ottimale tra la ME-2 e la 
soluzione finale è 1:3. Tale rapporto risulta 
essere ottimale perché permette di ottenere 
contemporaneamente una formulazione 
strutturalmente stabile e con un buon grado 
di caricamento della microemulsione A/O/A 
nella soluzione alimentante finale (fig. 25). 
Infine, la soluzione alimentante finale, è 
gocciolata mediate una siringa (10 mL), da 
iniezione commerciale priva di ago, nella 
soluzione gelificante. La soluzione 
gelificante, composta da 0,1% p/V 
chitosano e 15% p/V calcio cloruro biidrato, 
si prepara solubilizzando 1 g di chitosano in 
Fig. 25 Rappresentazione schematica dell’intero 
processo di preparazione delle capsule tramite 
microemulsione. 
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1000 mL di acqua distillata e 1,25 mL di acido acetico glaciale, agitando il tutto con 
un’ancoretta magnetica. Terminata la solubilizzazione, si aggiungono 150 g di calcio cloruro 
biidrato mantenendo in agitazione la soluzione. La soluzione gelificante, poi, si versa in un 
recipiente, di forma circolare e basso, con diametro proporzionale al volume della soluzione 
alimentante utilizzata. Nel caso specifico si utilizza un recipiente di 8 cm di diametro. La 
soluzione viene mantenuta sotto costante agitazione per mezzo di un’ancoretta magnetica. Il 
quantitativo di soluzione gelificante per 6,25 mL di soluzione alimentante finale è di 30 mL. Il 
gocciolamento prosegue applicando gradualmente forza al pistone della siringa, tramite le 
dita, fino alla formazione di una goccia sul puntale della siringa. La goccia, grazie al suo 
stesso peso, cade nella soluzione gelificante, solidificandosi e formando le capsule per l’oral 
delivery. Ora si lasciano le capsule in agitazione per 15 minuti, poi si versa tutto il contenuto 
in una provetta da 50 mL e si elimina la soluzione gelificante. Si aggiungono 25 mL di 
soluzione fisiologica e si effettua un lavaggio delle capsule (fig. 22). Infine si elimina la 
soluzione fisiologica e si conservano le capsule all’interno della provetta in frigo a 8°C.    
 
2.3.4 oral delivery 
2.3.4.1 Saggio in vivo di oral delivery 
Le capsule contenenti cHH sono state somministrate a 10 gamberi (gruppo sperimentale) e ad 
altri 10 sono state somministrate le sfere prive di ormone (controlli negativi), subito prima 
della somministrazione è stato eseguito un primo prelievo di emolinfa, con siringa da 1 mL 
con ago da 0.5 mm, per poter osservare i valori di glicemia dei gamberi prima della 
somministrazione dell’ormone stesso. Cinque ore dopo è stato eseguito un secondo prelievo 
di emolinfa ad entrambi i gruppi sperimentali e successivi prelievi sono stati eseguiti ogni ora 
fino all’ottava e poi ogni due ore fino alla diciottesima ora. Nel frattempo, come prima, verrà 
fatto un prelievo ad altri 5 gamberi per avere il valore di glicemia di partenza e poi gli verrà 
iniettato il cHH, lo stesso utilizzato per preparare le capsule, in PBS (0.5 μg/μL in 100 μL di 
PBS) come controllo positivo; ovvero per verificare che il cHH sintetizzato sia funzionante. 
Si inietterà una quantità di cHH pari a 0.5 μg, per ogni animale, perché si è visto in letteratura 
che è la concentrazione massima che possono sopportare (Mosco et al., 2012). Tutta 
l’emolinfa prelevata è conservata in una eppendorf da 1.5 mL in ghiaccio. 
2.3.4.2 Misurazione glicemia 
I campioni di emolinfa precedentemente prelevati devono essere preparati per la misurazione 
della glicemia. 
- Centrifugare l’emolinfa 2 min a 12000g 
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- Salvare il sopranatante, per eliminare eventuale emolinfa coagulata, e metterlo in una 
nuova eppendorf da 1.5 mL 
- Mettere in una cuvette 1 mL di reagente R Glucose (Hospitex diagnostic) e 10 μL del 
campione di emolinfa 
- Incubare per 6 min e misurare il valore di glicemia con lo strumento apposito Screen 
point della Hospitex diagnostic 
 
2.4 SMRT 
2.4.1 Cattura e stabulazione degli animali 
A maggio 2013, prima della stagione riproduttiva, sono stati catturati circa 400 gamberi adulti 
presso le Cascine di Tavola e il lago Ombrone (Toscana, Italia). Gli animali sono stati portati 
in laboratorio e successivamente stabulati, separando maschi e femmine, in vasche di plastica 
(80x60x60cm) contenenti 48 litri d’acqua e vasi di terracotta spezzati come rifugi. In ogni 
vasca sono stati messi 15 animali ogni m
2
. Durante tutto il periodo di studio, ovvero maggio 
2013-ottobre 2013, gli individui sperimentali sono stati mantenuti con un ciclo di 12:12 ore di 
luce/buio ad una temperatura di 20°C e sono stati alimentati con larve di Calliphora sp. 
L’acqua delle vasche è stata cambiata ogni due giorni. Per i test sperimentali sono stati 
selezionati i gamberi che presentavano un carapace duro, chele e appendici intatte; 
periodicamente erano testati per valutare la loro capacità di risposta ai partner sessuali. In 
questo modo sono state scelte 120 coppie con dimensioni simili. Per ogni gambero 
selezionato è stata misurata la lunghezza del cefalotorace (dalla punta del rostro al margine 
posteriore del cefalotorace, CL) utilizzando un calibro a corsoio. Ogni individuo è stato 
marcato sul cefalotorace con pennarello resistente all’acquaed è stato stabulato nella vasca 
fino al trattamento con i raggi-X.    
2.4.2 Irraggiamento degli animali 
Gli animali sono stati suddivisi casualmente in 4 gruppi di 30 individui ognuno, 3 gruppi 
sperimentali sono stati sottoposti a differenti dosi di radiazioni ovvero 20, 40 e 60 Gy (di 
seguito, 20, 40 o 60), mentre un quarto gruppo ha subito la medesima manipolazione degli 
altri gruppi, ma non sono stati irradiati (gruppo di controllo). La dose minima di irradiamento 
è stata scelta in accordo con Aquiloni et al. (2008) che è stato il primo lavoro a descrivere gli 
effetti di questa dose su questa specie. L'irradiazione è stata effettuata, all'inizio del mese di 
luglio, presso l'Ospedale Careggi (Firenze, Italia). Tutti i campioni appartenenti allo stesso 
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gruppo sperimentale sono stati trattati contemporaneamente. Durate il trattamento, ovvero 
l’esposizione alle differenti dosi di raggi-X, i gamberi sono stati mantenuti all’interno di un 
contenitore di plastica (17x29x36cm), con 10 litri di acqua di rubinetto, coperto da un foglio 
di plexiglass (spessore: 2 cm) (fig. 26B). Per l’irraggiamento è stato utilizzato un acceleratore 
lineare clinico (Philips S175) con un fascio di elettroni 6 MeV che genera raggi-X cedevoli 2 
Gy min-1 a 100 cm dal bersaglio (40x30cm) (fig. 26A), in modo tale le dosi di trattamento 
sono state raggiunte con differenti esposizioni temporali.  
 
 
 
 
 
 
 
A seguito del trattamento i gamberi di fiume sono stati tenuti isolati, in acquari singoli 
(25x20x20cm), per due settimane; ogni acquario aveva un rifugio ovvero una pentola di 
terracotta dimezzata. Tutti gli esemplari, sono stati osservati ogni giorno per valutare 
eventuali alterazioni delle loro normali attività a seguito del trattamento. I maschi sono stati 
poi messi a contatto con una femmina ricettiva per valutare se le differenti dosi di irradiazioni, 
a cui sono stati sottoposti, avessero effetti sul comportamento di accoppiamento e sulla 
capacità riproduttiva.  
Note etiche 
Gli esperimenti sono conformi alle leggi vigenti in Italia, il paese in cui sono stati eseguiti. 
Per questa tipologia di studi non sono necessari  permessi specifici in quanto non coinvolgono 
nè specie minacciate di estinzione nè specie protette. Gli individui sono stati mantenuti in 
adeguate condizioni di laboratorio per garantire il loro benessere e la loro reattività. Alla fine 
degli esperimenti i gamberi sono stati sacrificati per ipotermia.  
B 
A 
Fig.  26  
A- Foto dell’acceleratore lineare clinico 
(Philips S175) 
B- Foto della scatola contenenti i 
gamberi sottoposti al trattamento con 
raggi-X 
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2.4.3 Procedure istologiche 
A 10 giorni dal trattamento sono stati dissezionati 5 maschi del gruppo di controllo e 5 del 
gruppo degli esemplari irradiati con 20 Gy. Successivamente è stata ripetuta la stessa 
operazione al trentesimo giorno per 5 maschi per ogni gruppo sperimentale (C, 20, 40 e 60). 
Tali dissezioni sono state utilizzate per le analisi morfometriche e di funzionalità delle gonadi. 
I testicoli sono stati fissati con la soluzione SPAFG (Ermak and Eakin, 1976) (0,8% 
paraformaldeide, 2,5% glutaraldeide e il 7,5% soluzione acquosa satura di acido picrico in 
0.1M tampone fosfato salino, pH7.4, con il 1,5% di saccarosio). I campioni per la microscopia 
ottica ed elettronica a trasmissione (TEM) sono stati post-fissati in tetrossido di osmio 1% 
nello stesso tampone, disidratati in etanolo (50%, 70%, 95% e assoluto) e ossido di propilene, 
e infine sono stati inclusi nella resina Epon 812-Araldite (Electron Microscopy Scienze, Fort 
Washington, PA). Per la microscopia ottica è stato utilizzato l’ultramicrotomo TOP Ultra 150 
(Pabisch) per tagliare i campioni e ottenere sezioni semifini di resina (2-3μm), che sono state 
colorate con blu di toluidina e osservate con il microscopio Olympus BX50; infine le 
immagini sono state acquisite tramite la fotocamera digitale Olympus E-P1. L’analisi delle 
immagini è stata compiuto con il programma ImageJ open source (Collins TJ, ImageJ for 
microscopy in BioTechniques, vol. 43, 1 Suppl, luglio 2007, pp. 25–30, 
DOI:10.2144/000112517, PMID 17936939.). Per il TEM le sezioni semifini sono state 
ottenute tagliando i campioni con l’ultramicrotomo Leica Ultracut UTC, poi sono state 
colorate con acetato di uranile e citrato di piombo, ed esaminate con un microscopio 
elettronico Zeiss EM100 a 80kV; le immagini sono state acquisite con una fotocamera 
digitale, montata lateralmente sul TEM, Veleta - 2k _ 2k CCD (Olympus, Germania) e salvate 
in formato JPEG. Infine i campioni sono stati osservati anche il microscopio elettronico a 
scansione (SEM), e per questo i campioni in etanolo al 00% sono stati disidratati in CO2 fino 
al punto critico e poi sono stati visti al  Philips SEM 500.  
2.5 Analisi statistica 
Le analisi statistiche sono state effettuate utilizzando il software open source R versione 2.3.1 
(Team R Core Development 2011). Le analisi statistiche sono state utilizzate per valutare:  
1. le differenze nelle catture, tra le 3 tipologie di nasse, nelle prove in campo delle esche 
feromonali; 
2. le differenze nei valori di glicemia, tra il gruppo di controllo e il gruppo a cui sono 
state somministrate biglie con cHH, nei test di somministrazione orale; 
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3. se erano presenti differenze nel diametro degli acini dei testicoli, tra il gruppo di 
controllo e quelli irradiati, a seguito dell’applicazione della tecnica degli SMRT. 
Per valutare se i dati seguivano una distribuzione gaussiana o meno è stato utilizzato il test di 
Shapiro-Wilk, mentre per l'omogeneità della varianza il test di Bartlett; poiché l'ipotesi nulla, 
per entrambi i test, non poteva essere respinta si sono dovuti utilizzare test non parametrici di 
Kruskal-Wallis e  il pairwise Wilcoxon test.  
In particolare per gli esperimenti comportamentali, sulle selezioni per le esche a feromoni, la 
normalità e l’omogeneità della varianza del campione sono state valutate, rispettivamente, con 
il test di Shapiro-Wilk e di Levene e poi, in accordo con la loro distribuzione, sono stati 
applicati test statistici di tipo parametrico o non parametrico per la falsificazione dell’ipotesi 
nulla. Per il confronto tra la taglia degli animali e la taglia della popolazione pescata è stato 
utilizzato un Student t test a due code (statistica: t). Per tutte le altre analisi sono stati invece 
applicati appropriati test non parametrici. In particolare, la variazione del tempo di 
locomozione o dei movimenti antennali tra fase di controllo e fase di trattamento nel test 
preliminare è stata analizzata con il Wilcoxon test (statistica: Z); i tempi di latenza sono stati 
invece analizzati per i soli animali che hanno mostrato una reazione in seguito al trattamento 
con un Kruskal-Wallis test (statistica: H) seguito da pairwise Mann-Whitney test per il 
confronto tra pool fagici; la variazione del tempo speso in locomozione o in movimenti 
antennali tra fase di controllo e fase di trattamento nei test sperimentali è stata invece 
analizzata utilizzando il Friedman test (statistica: Chi2) seguito, in caso di significatività del 
parametro Chi2, da un pairwise Wilcoxon test (asintotico per n>=20); infine, per analizzare il 
numero di individui reattivi (R) rispetto ai non reattivi (NR) in ogni pool è stato utilizzato un 
test Chi-quadrato a campione singolo (statistica: X2).  
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3. Risultati e discussione 
3.1 Campionamento e stabulazione di P. clarkii 
Per i differenti test di laboratorio gli esemplari di P. clarkii utilizzati sono stati selezionati tra 
quelli catturati durante la campagna di monitoraggio nel canale del Brancolo. Il monitoraggio 
è stato eseguito da Marzo 2013 a Novembre 2014 con un totale di 31 campagne di 
campionamento. Sono stati catturati 4101 esemplari di cui 1940 femmine e 2161 maschi; 
nella fig. 27 si può vedere l’abbondanza relativa dei maschi e delle femmine nelle diverse 
giornate di campionamento.  
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nel 2013, da Giugno a Dicembre, sono stati catturati più maschi che femmine con una 
massima sex ratio di 1:2.84 (F:M) il 5 Agosto. Da Dicembre ad Aprile la situazione si è 
copovolta con la cattura di un numero maggiore di femmine rispetto ai maschi, con una 
massima sex ratio di 1:1.55 (M:F) il 7 Marzo. L’estate 2014 ha mostrato un andamento simile 
nelle abbondanze relative tra maschi e femmine; questo può essere stato causato sia dalla 
stagione anomala sia dalla riduzione dei campionamenti dovuta principalmente dal maltempo. 
L’animale più piccolo catturato presentava una lunghezza totale del carapace (CTL=dalla 
punta del rostro fino alla fine del carapace) di 4.4 mm e quello più grande una CTL di 77.1 
mm; la CTL media dei maschi e delle femmine era rispettivamente di 48.94 ±0.23 mm e 
49.89 ±0.23. Lo stadio riproduttivo dei maschi catturati è visibile nella fig. 28. Durante il 
periodo estivo si sono osservate le massime catture di maschi in periodo riproduttivo, ovvero 
con le spine a livello dei pereiopodi, numero che si è poi ridotto con l’autunno. Per valutare lo 
stadio riproduttivo delle femmine ne sono state sacrificate 14, per ogni giornata di 
Fig. 27 Istogramma delle abbondanze relative dei gamberi di P. clarkii catturati durante il monitoraggio (in rosa le 
femmine e in azzurro i maschi). 
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campionamento, e per ogni femmina sono stati calcolati i valori di GSI e HSI (ovvero l’indice 
di sviluppo delle gonadi/epatopancreas che è un rapporto percentuale tra il peso delle 
gonadi/epatopancres e il peso totale dell’animale).   
 
 
 
 
 
 
 
I valori di GSI ci permettono di comprendere lo stadio di sviluppo degli ovari nelle femmine e 
di osservare, in particolare, che all’aumentare di questo valore decresce il valore di HSI 
(ovvero all’aumentare delle dimensioni e dello sviluppo degli ovari diminuisce la dimensione 
dell’epatopancreas e viceversa). I valori di GSI e HSI riscontrati nel canale del Brancolo sono 
visibili rispettivamente nella fig. 57A e B.  Il valore mediano di GSI, in tutto il periodo di 
monitoraggio, è di 0.38 ±0.02 con un valore minimo di 0.04 del 19 Novembre 2013 e un 
valore massimo di 4.24 del 9 Aprile 2014.  I valori più alti di GSI sono stati rilevati nei mesi 
estivi, ma rimangono comunque estremamente più bassi rispetto a quelli presenti in letteratura 
(Alcorlo et al., 2008). Nonostante i valori di GSI fossero bassi lo sviluppo degli ovari era 
comunque completo (colorazione nera tipica di ovari maturi già con GSI intorno a 1); infatti, 
tra Settembre e Febbraio,  sono state catturate una trentina di femmine ovigere di cui 13 con le 
uova, a differenti stadi di sviluppo, e 17 con i piccoli attaccati ai pleopodi. La fecondità media 
si aggirava intorno a 35±7 uova/femmina, anche questi valori decisamente più bassi rispetto 
alla letteratura, dove i valori medi si aggirano intorno a 200-300 (Penn, 1943). Il valore medio 
di HSI, rilevato in tutto il periodo di monitoraggio, è stato di 7.46 ±0.07 con un valore minimo 
di 3.56 del 9 Aprile 2014 e un valore massimo di 10.70 del 7 Marzo 2014 (fig. 29A). Per il 
valore di HSI si osserva un’elevata variabilità individuale in ogni campionamento. In generale 
il valore mediano tende a salire fino ad inizio giugno per poi diminuire durante il periodo 
estivo, raggiungendo il valore mediano minimo di 5.67 in Ottobre, e il ciclo continua con la 
graduale risalita (fig. 29B).  
Fig. 28 Istogramma dello stadio di sviluppo di maschi di P. clarkii catturati durante il monitoraggio. 
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Da questi risultati si osserva come questo sito sia estremamente particolare; infatti, qui, il 
gambero non entra mai in ibernazione ed è possibile catturarlo tutto l’anno (senza variazioni 
nella numerosità degli individui) nonostante le basse temperature. Nel canale c’è una ridotta 
escursione termica, con temperature che vanno dai 7°C in inverno ai 19°C d’estate, con valori 
medi che si aggirano intorno ai 13°C; normalmente, sia in Italia, ma anche in Germania e nel 
suo areale d’origine, a questa temperatura, P. clarkii entra in ibernazione (i dati completi del 
Brancolo sono presenti nell’articolo pubblicato e inserito come allegato 1). Viste le particolari 
condizioni (valori) riscontrate nel canale del Brancolo, è stato deciso di fare un raffronto con 
esemplari prelevati in un’altra zona che presentasse una maggiore escursione termica tra 
estate e inverno. Come luogo di confronto è stato scelto il lago di Fimon (45°47’ N, 11°54’ E; 
Vicenza, Veneto, Italia) dove in  estate si  raggiungono anche 32°C, mentre  d’inverno il lago 
ghiaccia con temperature inferiori allo 0. In questo lago, nei mesi invernali, il gambero entra 
in ibernazione, come previsto dal normale ciclo biologico di P. clarkii (Chucholl, 2011), 
infatti da Ottobre a Febbraio i gamberi non sono più campionabili (fig. 30). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 30 In alto, a sinistra, mappa 
della posizione geografica del 
lago di Fimon, a fianco a sinistra 
visione aerea del lago e in alto a 
destra foto della zona di 
campionamento. 
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Il confronto tra i valori di GSI e HSI è stato fatto su 160 femmine pescate nel lago di Fimon e 
136 pescate nel canale del Brancolo, da marzo a Settembre 2014 (fig. 31A e B). La normalità 
dei dati è stata analizzata con il test di Shapiro-Wilk test e non avendo una distribuzione 
normale sono stati utilizzati test statistici non parametrici. Per evidenziare le differenze tra i 
due siti si è preliminarmente valutata la distribuzione equa dei campionamenti nell’arco 
temporale considerato (fig. 32).  
 
 
 
La differenza nei valori di GSI, tra i campioni del lago di Fimon e quelli del canale del 
Brancolo, è altamente significativa (Wilcox test W=6782.5, p-value=2.361e-08). Nel lago di 
Fimon si raggiunge un valore massimo di 8.02 (con molti esemplari con valori superiori a 4) 
mentre nel Brancolo un solo esemplare arriva a 4.24, un altro a 2.21 mentre tutti gli altri 
hanno valori inferiori a 2. Anche nei valori di HSI le differenze sono altamente significative 
(Wilcox test W=17258.5, p-value < 2.2e-16), con valori massimi nel lago di Fimon di 8.53 e 
di 10.70 nel canale del Brancolo. In entrambi i siti sono state campionate femmine ovigere o 
con piccoli. Nel Brancolo sono state contate intorno alle 35±7 uova mentre nel lago di Fimon 
Fig. 32 Distribuzione dei GSI del lago di Fimon (punti blu) e canale del Brancolo (asterischi rossi). Le 
date di campionamento sono indicate in giorni a partire dal primo campionamento in data 01-03-2014. 
Date campionamento 
G
SI
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la media delle uova era di 302±107, con una femmina che presentava 535 giovanili attaccati 
ai pleopodi. La fecondità realizzata nel canale del Brancolo è decisamente inferiore rispetto a 
quella del lago di Fimon anche se questo apparentemente non influisce sulla popolazione; 
infatti, durante i due anni di monitoraggio e di campionamenti, il numero degli individui 
catturati per nassa, non è mai sceso. Probabilmente la minor fecondità è compensata dal 
raggiungimento anticipato della maturità sessuale e da una stagione riproduttiva più lunga, 
dovuta ad una temperatura assoluta minore ma più costante nell’arco dell’anno.  
Grazie alle catture derivate dall’attività di monitoraggio, per i successivi esperimenti si sono 
potuti utilizzare gli esemplari prelevati dal canale del Brancolo. Questo ci ha permesso di 
eseguire i test durante tutto l’anno, non dovendo aspettare che uscissero dal periodo di 
ibernazione.  
 
3.2 Esche contenenti feromoni sessuali 
3.2.1 Creazione della libreria in phage display  
Per la creazione della libreria in phage display sono stati utilizzati i tessuti estratti da 
esemplari di femmine di P. clarkii in periodo riproduttivo (testati attraverso esperimenti 
comportamentali dall’Università di Firenze). In particolare questi tessuti, corrispondenti alle 
ghiandole a rosetta associate alla ghiandola verde e al nefroporo, sono stati estratti da 12 
esemplari, precedentemente anestetizzati in ghiaccio, poiché dalla letteratura risulta che 
questa è la sede di produzione dei feromoni (Breithaupt et al., 1999). Dai tessuti, conservati 
nel reagente Trizol, è stato estratto l’RNA totale (seguendo il protocollo specifico). La qualità 
dell’RNA estratto è stata controllata analizzando 2 μL di RNA totale per ogni campione, 
mediante il Bioanalyzer ed è emerso che 4 campioni (6-7-8-9) presentavano RNA non 
degradato con concentrazione nettamente superiore rispetto agli altri (fig. 33), inoltre è stata 
misurata la concentrazione dell’RNA tramite Qubit (tab. 2).  
 
 
 
 
 
Fig. 33 Rappresentazione grafica del controllo della qualità dell’RNA totale con l’utilizzo del Bioanalyzer 
Solo i campione 6-7-8-9 presentano un RNA di buona qualità.  
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Campione ng/μL Totale su 100 μL 
6 5376 537 
7 2120 212 
8 1523 152 
9 1310 131 
 
Per l’estrazione dell’mRNA poliA è stato deciso, quindi, di raggruppare i campioni a 2 a 2 
costituendo 2 pool, uno con l’RNA dei campioni 6 e 7 e l’altro con i campioni 8-9. 
L’estrazione dell’mRNA poliA è stata eseguita seguendo il protocollo specifico, poi l’mRNA 
poliA estratto è stato quantificato col Qubit (tab. 3).  
Pool Campioni Concentrazione 
Pool 1 6-7 8.6 ng/μL 
Pool 2 8-9 17.2 ng/μL 
 
 
E’ stato deciso di costruire la libreria utilizzando i campioni del pool 2 considerati più 
adeguati per l’individuazione di putativi feromoni sessuali, per i seguenti motivi: 
  È presente una maggiore concentrazione di mRNA poliA; 
 Gli esemplari da cui sono stati estratti i tessuti (utilizzati per estrarre l’RNA), a 
differenza dei campioni del pool 1, non presentavano gastroliti che indicano una muta 
imminente e, quindi, un passaggio dell’animale dalla fase riproduttiva a quella non 
riproduttiva. 
Circa 50 ng di mRNA poliA sono stati frammentati al calore al fine di ottenere frammenti di 
DNA in grado di codificare piccoli peptidi, poiché in letteratura è emerso che i feromoni sono 
proteine molto piccole, le cui dimensioni si aggirano tra 500 Da – 1000 Da (Hardege et al., 
2002; Kamio et al., 2002; Zhang et al., 2010). La creazione della libreria è proseguita con la 
produzione e l’accumulo di cDNA, attraverso la PCR real time; la sua concentrazione finale è 
risultata di 31.6 ng/ μL. Il cDNA è stato poi clonato nel vettore pDONR221 in accordo con il 
sistema di clonaggio proposto dal metodo Gateway (fig. 34). 
Tab. 3 Concentrazioni di mRNA poliA misurato con il Qubit. 
Tab. 2 Concentrazione dell’RNA totale dei campioni scelti per l’allestimento della libreria. 
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E’ stata ottenuta una libreria di 7.6x106 cloni. Questo numero di cloni è rappresentativo del 
genoma di P. clarkii quindi si è proceduto al sequenziamento 48 colonie (fig. 35), scelte 
casualmente,  per verificare che non ci siano contaminazioni e che la libreria sia 
effettivamente costituita da sequenze appartenenti a P. clarkii. Dal 
sequenziamento è emersa l’assenza di  contaminazione da 
Escherichia coli, la non ridondanza delle e la presenza di un numero 
consistenze di sequenze differenti. E’ ragionevole che le sequenze 
ottenute appartengano a P. clarkii non avendo nessun riscontro 
mediante BlastX con sequenze depositate presso l’NCBI (tab. 4). 
 
 
 
Gene Numero di inserti 
BOVIN Zinc transporter ZIP11 8 
BOVIN Upstream stimulatory factor 1 1 
AEDAE Cytochrome c oxidase 1 
DROME Transcriptional regulator ATRX homolog 1 
HOMAM Tubulin alpha-3 1 
NLRC3_MOUSE Protein NLRC3 3 
Pre-mRNA-processing-splicing factor 8 1 
DROME Ornithine aminotransferase, mitochondrial 1 
HUMAN Frizzled-10 1 
MOUSE Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 6 1 
PARTE Cathepsin L 2  1 
THET2 L-threonine 3-dehydrogenase 1 
XENLA Transcription factor AP-2-epsilon  2 
MOUSE Diacylglycerol kinase theta  1 
HUMAN Sphingosine-1-phosphate phosphatase 1 1 
Senza similarità 19 
Fig. 34  
Rappresentazione grafica 
del vettore pDONR221. 
Fig. 35 Foto di controllo, su gel d’agarosio, delle PCR da colonia da 
mandare a sequenziare. 
Tab. 4 Analisi di similarità dei cloni sequenziati mediante le banche dati NCBI. 
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Infine la libreria è stata subclonata nel vettore pDAF sempre in accordo con il sistema di 
clonaggio proposto dal metodo Gateway (fig. 36). 
pDAFExpattB Myt BsshII/NheI
4902 bp
gene III
Amp(R)
VHseq
attB2
attB1
Inserto
M13rev seq
pDAF (821R)
pDAF (5280F)
M13 ori
ColE1
 
 
E’ stata, così, ottenuta la libreria finale di 1.6x107 cloni. Il 
numero di cloni è rappresentativo del genoma del gambero 
rosso della Louisiana, infine per verificare eventuali 
contaminazioni sono state sequenziate altre 48 colonie (fig. 
37) scelte casualmente (tab.5).   
 
 
Gene Numero di inserti 
MOUSE Protein NLRC3 7 
HOMGA Arginine kinase  2 
DROME Dolichyl-diphosphooligosaccharide protein glycosyltransferase 48 kDa subunit  1 
HUMAN UDP-glucuronosyltransferase 2B7 1 
CAEBR ATPase inhibitor mai-2, mitochondrial  1 
MOUSE Sequestosome-1  1 
CHICK Single-stranded DNA-binding protein 3 1 
BIPLU 40S ribosomal protein S3a 1 
BOVIN Protein BTG1 1 
YEAST Putative uncharacterized protein ART2  2 
BOVIN Coatomer subunit zeta-1  1 
XENTR ER lumen protein retaining receptor 1 1 
XENTR Monocarboxylate transporter 12 1 
DROME cAMP-dependent protein kinase type II regulatory subunit  1 
Senza similarità 24 
Fig. 36 Rappresentazione grafica del vettore pDAF. 
Fig. 37 Foto di controllo, su gel d’agarosio, delle PCR da colonia da 
mandare a sequenziare della libreria in pDAF. 
 
Tab. 5 Analisi di similarità dei cloni, dopo sub clonaggio in pDAF, sequenziati mediante le banche dati NCBI. 
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Dal sequenziamento è emerso che il processo di subclonaggio non ha portato differenze 
significative rispetto al passaggio precedente; tutte le sequenze (libreria in pDONR221 e in 
pDAF) sono confrontabili. Anche in questo caso non è stata riscontrata nessuna 
contaminazione da Escherichia coli e le sequenze non sono ridondanti (tab. 5). La fig. 38 
riassume i passaggi della costruzione della libreria in phage-display. 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.2 Selezione della libreria 
Le selezioni della libreria sono state condotte su antennule di esemplari maschi di P. clarkii, 
in periodo riproduttivo ovvero con morfotipo F1 e stadio E. Sono state scelte le antennule in 
quanto sono la sede dei recettori per i feromoni sessuali, che sono rilasciati dalle femmine 
durante il periodo riproduttivo (Carr et al., 1987). Nei Crostacei Decapodi, infatti, le 
antennule sono un organo olfattivo che ha un importante ruolo nella ricerca di cibo, nel 
comportamento legato all’accoppiamento e nelle lotte con gli altri maschi. L’antennula è 
biramificata, composta da un flagello mediale e uno laterale (Monteclaro et al., 2010). Il 
flagello laterale che porta i chemorecettori, conosciuti come estetaschi (fig. 39), serve per 
captare gli odori di cibo (Laverack, 1988; Atema and Voigt, 1995; Giri and Dunham, 1999; 
Steullet et al., 2001, 2002) e i feromoni sessuali (Ameyaw-Akumfi and Hazlett, 1975; 
Gleeson, 1982; Kamio et al., 2005). Attraverso esperimenti comportamentali, dopo 
l’ablazione di questo flagello,  si è dimostrato che esso media la percezione degli odori di cibo 
(Giri and Dunham, 1999) e la discriminazione del sesso (Ameyaw-Akumfi and Hazlett, 1975; 
Dunham and Oh, 1992). Il ruolo del flagello mediano non è ancora chiaro, anche se un 
esperimento ha dimostrato che gli esemplari di P. clarkii con solo questo flagello non 
riuscivano a localizzare il cibo a grandi distanze (Giri and Dunham, 1999), un altro riporta che 
questo è il sito per la discriminazione del sesso (Ameyaw-Akumfi and Hazlett, 1975) e un 
altro ancora dice che entrambi i flagelli, nelle femmine, servono per individuare i maschi 
conspecifici (Giri and Dunham, 2000). Il flagello laterale è leggermente appiattito e presenta 
Fig. 38 Schema 
riassuntivo della 
costruzione della 
libreria di feromoni 
sessuali di P. clarkii. 
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un leggero angolo nella parte terminale mentre quello mediano è un cilindro conico ed è 
orientato fronto-lateralmente sul piano orizzontale cefalo-caudale. Inoltre il flagello laterale è 
leggermente più corto rispetto a quello mediano e per di più in quello laterale sono presenti 
sia estetaschi che setole mentre in quello mediano ci sono solo setole  (Monteclaro et al., 
2010).  
               
 
In base alla letteratura sopracitata è stato 
deciso di selezionare la libreria di P. clarkii 
sulle antennule. Per ogni selezione sono stati 
utilizzati 3 esemplari maschi, anestetizzati in 
ghiaccio per 45 minuti. Ad ogni esemplare è 
stata prelevata l’antennula destra (tagliata alla 
base, vedi fig. 40), per il primo ciclo di 
selezione, e quella sinistra, per il secondo ed 
ultimo ciclo di selezione. Le antennule così 
ottenute sono state inserite in un immunotubo e fissate alla base con paraffina (fig.41 A-B-C).  
 
Fig. 39 A- disegno schematico 
(Corkum and Belanger, 2007) che 
rappresenta le antennule laterali (LA), 
le antennule mediane (MA) e gli 
estetaschi (AS). B- foto del 
cefalotorace con le antennule mediane 
(MA) e laterali (LA). 
Fig. 40 Schema che evidenzia (linea a punti) il 
punto dove sono state tagliate le antennule per la 
selezione. 
 
Fig. 41 Foto dei vari 
passaggi del fissaggio 
delle antennule con 
paraffina. 
 
A B C 
B A 
MA 
LA 
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Sono state condotte 23 selezioni: 21 sulle antennule (fig. 41B), 1 su antenna e 1 su zampa (fig. 
41C). Le selezioni su antenna e su zampa sono state eseguite per avere dei controlli negativi 
da utilizzare durante i test comportamentali; infatti, non essendo 
presenti recettori per feromoni, su queste strutture, non è 
possibile selezionare nessuna molecola attrattiva per i gamberi. 
Per ogni selezione è stato calcolato l’arricchimento (fig.43), in 
altre parole il rapporto tra i 2 cicli di selezioni, il valore 
numerico indica l’efficienza delle selezioni ma non è predittiva 
della funzionalità delle molecole selezionate (fig. 42) (tab. 6).  
 
 
 
parte  
anatomica 
input 
1 ciclo 
output 
1 ciclo 
rapporto 
output/input 
1 ciclo 
input 
2 ciclo 
output 
2 ciclo 
rapporto 
output/input 
2 ciclo 
arricchimento 
B 
 
zampa 4,00E+10 4,30E+07 1,08E-03 6,60E+10 2,90E+07 4,39E-04 0,41 
A 
 
antenna 4,00E+10 3,30E+07 8,25E-04 1,50E+10 2,10E+07 1,40E-03 1,70 
C 2 antennula 8,00E+10 1,55E+07 1,94E-04 7,00E+10 1,60E+08 2,29E-03 11,80 
D 3 antennula 8,00E+10 1,00E+07 1,25E-04 7,00E+10 3,00E+06 4,29E-05 0,34 
E 4 antennula 4,00E+10 4,55E+07 1,14E-03 6,00E+10 9,50E+07 1,58E-03 1,39 
F 5 antennula 8,00E+10 3,70E+08 4,63E-03 1,30E+11 3,20E+08 2,46E-03 0,53 
G 6 antennula 8,00E+10 1,00E+07 1,25E-04 1,30E+11 2,10E+08 1,62E-03 12,92 
H 7 antennula 8,00E+10 2,65E+07 3,31E-04 8,00E+10 5,65E+07 7,06E-04 2,13 
I 8 antennula 6,00E+10 2,30E+07 3,83E-04 7,00E+10 2,40E+08 3,43E-03 8,94 
L 9 antennula 6,00E+10 3,90E+08 6,50E-03 1,30E+11 1,00E+08 7,69E-04 0,12 
M 10 antennula 6,00E+10 3,00E+08 5,00E-03 1,40E+11 2,90E+07 2,07E-04 0,04 
N 11 antennula 1,30E+11 1,10E+07 8,46E-05 1,50E+11 7,00E+07 4,67E-04 5,52 
O 12 antennula 1,30E+11 1,20E+07 9,23E-05 1,00E+11 4,40E+06 4,40E-05 0,48 
P 13 antennula 1,30E+11 2,20E+07 1,69E-04 1,30E+11 4,10E+07 3,15E-04 1,86 
Q 14 antennula 1,30E+11 7,10E+07 5,46E-04 5,50E+11 2,00E+07 3,64E-05 0,07 
R 15 antennula 1,30E+11 6,90E+06 5,31E-05 1,20E+11 7,30E+07 6,08E-04 11,46 
S 16 antennula 1,30E+11 7,90E+06 6,08E-05 1,60E+11 6,50E+07 4,06E-04 6,69 
T 17 antennula 9,00E+10 1,60E+07 1,78E-04 6,60E+10 8,00E+06 1,21E-04 0,68 
U 18 antennula 9,00E+10 2,90E+07 3,22E-04 8,30E+10 4,60E+06 5,54E-05 0,17 
V 29 antennula 9,00E+10 4,40E+07 4,89E-04 4,60E+10 1,65E+07 3,59E-04 0,73 
Z 20 antennula 9,00E+10 2,35E+07 2,61E-04 4,00E+10 5,35E+06 1,34E-04 0,51 
J 21 antennula 9,00E+10 1,00E+08 1,11E-03 6,60E+10 1,10E+07 1,67E-04 0,15 
K 22 antennula 9,00E+10 2,50E+07 2,78E-04 8,60E+10 1,75E+07 2,03E-04 0,73 
 
Putativo 
feromone 
g3p 
g8p 
Tab. 6 Tabella riassuntiva con input e output dei 2 cicli di selezioni e l’arricchimento per tutte e 23 le selezioni 
Fig. 42 Schema del fago con le 
putative molecole feromoniche 
(in rosso) selezionate 
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3.2.3 Produzione e liofilizzazione dei fagi per gli esperimenti comportamentali 
Una volta eseguite tutte le selezioni sono state preparate le aliquote per i saggi 
comportamentali a Firenze, seguendo lo specifico protocollo. Per ogni selezione sono state 
preparate 24 aliquote con una concentrazione finale di 1*10
11
 fagi; queste sono state poi 
liofilizzate per garantire la conservazione dei fagi durante il trasporto. Alle 23 selezioni è stato 
aggiunto il fago helper senza inserto (alla stessa concentrazione), come bianco, per valutare se 
le risposte dei saggi comportamentali delle selezioni possano essere influenzate anche dalla 
sola presenza del fago helper.  
 
3.2.4 Esperimenti comportamentali 
Test preliminare di controllo  
Il tempo speso in locomozione (Z = 1.261, N=24, P= 0.207) o nei movimenti antennali (Z = 
1.625, N=24, P= 0.104) non cambia dopo il rilascio della soluzione fisiologica da parte dello 
sperimentatore. Questo denota che la manipolazione prevista nel disegno sperimentale per la 
somministrazione del trattamento non altera il comportamento degli animali.  
 
Confronto tra test di controllo e di trattamento 
Individui reattivi (R) e non reattivi (NR) 
Il numero degli individui R per entrambi i parametri comportamentali considerati, è 
significativamente più basso del numero dei NR in tutti i trattamenti (somministrazione pool 
fagico) a parte nel pool L, dove il numero di individui R aumenta sensibilmente. Nei 
Fig. 43 Rappresentazione grafica dell’arricchimento delle selezioni. 
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trattamenti con la somministrazioni delle selezioni M, P, R, V, Z e K, aumenta solo il numero 
degli animali che, successivamente alla somministrazione del trattamento, mostrano una 
locomozione di tipo orientato mentre  non si rilevano differenze nel movimento antennale 
(tab. 7). 
Pool
R NR X2 Pexact R NR X
2 Pexact
A 5 20 4.97 0.020 5 20 4.97 0.020
B 1 24 13.45 <0.001 3 22 8.46 0.003
C 0 25 16.69 <0.001 0 25 16.69 <0.001
D 2 23 10.73 <0.001 2 23 10.73 <0.001
E 1 24 13.45 <0.001 2 23 10.73 <0.001
F 5 20 4.97 0.020 5 20 4.97 0.020
G 2 23 10.73 <0.001 3 22 8.46 0.003
H 3 22 8.46 0.003 3 22 8.46 0.003
I 3 22 8.46 0.003 3 22 8.46 0.003
L 13 12 0.04 0.830 13 12 0.04 0.830
M 4 21 6.56 0.010 7 18 2.57 0.070
N 0 25 16.69 <0.001 0 25 16.69 <0.001
O 3 22 8.46 0.003 3 22 8.46 0.003
P 2 23 10.73 <0.001 6 19 3.65 0.056
Q 3 22 8.46 0.003 5 20 4.97 0.020
R 4 21 6.56 0.010 8 17 1.69 0.190
S 2 23 10.73 <0.001 4 21 6.56 0.010
T 4 21 6.56 0.010 3 22 8.46 0.003
U 2 23 10.73 <0.001 2 23 10.73 <0.001
V 3 22 8.46 0.003 6 19 3.65 0.056
Z 4 21 6.56 0.010 6 19 3.65 0.056
J 1 24 13.45 <0.001 2 23 10.73 <0.001
K 5 20 4.97 0.020 6 19 3.65 0.056
W 2 23 10.73 <0.001 3 22 8.46 0.003
Controllo 0 25 16.69 <0.001 2 23 10.73 <0.001
Movimenti antennali Locomozione
 
 
 
 
Latenza 
I tempi di latenza sono paragonabili indipendentemente dal pool fagico somministrato (H: 
22.98, P=0.4). Non ci sono, infatti, significative differenze tra i trattamenti che presentano un 
tempo medio di latenza di 245 sec (range da 120 a 475),  probabilmente il tempo necessario 
alla soluzione somministrata per diffondersi nell’acquario sperimentale. Il test di Mann-
Whitney a coppie evidenzia una sola differenza significativa tra controllo e gli animali trattati 
con il pool L (fig. 44). 
 
Tab. 7 Confronto nel numero di individui reattivi (R, ovvero individui che mostrano un cambiamento nel 
tempo speso in attività di locomozione o movimento antennale tra fase di controllo e di trattamento) o non-
reattivi (NR, ovvero individui che spendono lo stesso tempo con uno scarto di ±15 sec nelle due fasi) 
utilizzando  Chi square one-sample test (X2). Sono evidenziate in grassetto i confronti non significativi.  Per 
ogni trattamento n=25.  
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Locomozione  
E’ stata analizzata solo la locomozione di tipo orientato verso la zona di rilascio dello stimolo 
eliminando dal database i tempi spesi in locomozione non-orientata. I pool, C ed N, non 
hanno mai scatenato risposta da parte degli animali e sono stati quindi eliminati dalle 
successive analisi. Analogamente, l’animale 18 non ha mai mostrato segni di attività né 
durante il controllo né durante i test e non è stato quindi considerato nel campione, che scende 
a 24 repliche per trattamento. Tra i pool che sono stati analizzati, sono state rilevate differenze 
significative nel tempo netto speso in locomozione, tra fase di controllo e fase test (Chi2: 
21.472 df=22 p=0.0015, fig. 45). Generalmente la somministrazione della soluzione ha 
determinato un complessivo incremento dell’attività di locomozione con l’eccezione di alcuni 
casi in cui gli animali test si sono bloccati (‘freeze reaction’) o hanno interrotto la 
locomozione per entrare in tana. Questo tipo di reazioni sono state riscontrate nei trattamenti 
B, G e W, ma non è ipotizzabile che tali soluzioni abbiano avuto un effetto di tipo repulsivo 
perché la risposta non si è manifestata in modo significativo nel campione sottoposto a tali 
trattamenti e non si rilevano differenze significative rispetto al controllo. Anche per questo 
parametro, l’unico trattamento significativamente differente è quello della selezione L 
(pairwise Wilcoxon test: P< 0.002), in cui il tempo medio di locomozione orientata è di 
72±20 secondi rispetto ai 3.7±2.9 del controllo.  
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Fig. 44 Boxplot riguardanti il tempo di 
latenza della fase sperimentale, ovvero il 
tempo intercorso tra il rilascio della 
soluzione e la prima reazione dell’animale. 
Per l’analisi sono stati considerati solo gli 
animali che hanno avuto almeno una 
reazione. Il test di Mann-Whitney a coppie 
evidenzia una sola differenza significativa 
tra controllo e gli animali trattati con il pool 
L. Un asterisco denota una differenza 
significativa dal controllo di P<0.05.   
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Movimenti antennali 
Sono stati considerati i tempi complessivi di movimento delle antenne e delle antennule, in 
quanto il movimento delle antennule è più difficile da rilevare alla distanza che l’osservatore 
manteneva rispetto agli acquari (circa 2 m). Come per la locomozione, anche in questo caso i 
pool C ed N non hanno mai scatenato risposta negli animali test e sono stati eliminati 
dall’analisi. Gli animali 18, 19 e 25 non hanno mai compiuto alcun movimento antennale e 
sono stati quindi eliminati dal campione che scende a 22 repliche per trattamento. La 
somministrazione delle soluzioni di trattamento induce sempre un aumento dei tempi di 
movimento antennale anche se in modo diverso tra i vari pool (Chi2: 19.846 df=22 P=0.0003, 
fig. 46). Tuttavia il confronto a coppie di Wilcoxon test mostra che gli unici confronti 
significativi riguardano il pool L 
(102.5±32.4 s), sia rispetto agli altri 
trattamenti sia rispetto al controllo (8.2±7 
s; P<0.001).  
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Fig. 45 Boxplot relativi al tempo netto 
speso in locomozione orientata in seguito 
alla somministrazione del trattamento. Per 
l’analisi sono stati esclusi i trattamenti C e 
N che non hanno mai scatenato reazione. Il 
confronto tra trattamenti (N=24 per pool) è 
stato analizzato il confronto a coppie di 
Wilcoxon test. Due asterischi denotano una 
differenza significativa dal controllo di 
P<0.01.   
 
Fig. 46 Boxplot relativi al tempo netto speso in 
movimenti antennali in seguito alla 
somministrazione del trattamento. Per l’analisi sono 
stati esclusi i trattamenti C e N che non hanno mai 
scatenato reazione. Il confronto tra trattamenti 
(N=22 per pool) è stato con il confronto a coppie di  
Wilcoxon. Tre asterischi denotano una differenza 
significativa dal controllo di P<0.001. 
 
 
controllo di P<0.001.   
*** 
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Osservazioni comportamentali 
Gli animali hanno manifestato generalmente un comportamento di tipo passivo, rimanendo la 
maggior parte del tempo inattivi dentro la tana. In circa il 3% dei test l’animale ha assunto una 
postura aggressiva, in altre parole ha mantenuto l’addome steso e sollevato da terra con le 
chele alte e leggermente aperte (Ameyaw-Akumfi and Hazlett 1975). Questo display non era 
legato alla somministrazione di specifici pool fagici ma, piuttosto, è stato erroneamente 
scatenato dallo sperimentatore, avvicinatosi troppo alle vasche. In questi casi, l’esperimento è 
stato interrotto fino a quando l’animale non riprendeva la sua normale postura. Nel 16% dei 
test con individui reattivi (15 casi su 102) gli animali, quando erano prossimi alla zona di 
rilascio dello stimolo, muovevano le antenne prevalentemente sulla superficie dell’acqua 
descrivendo ampi settori circolari e le antennule con un battere ritmico (fig. 47). Spesso 
questo movimento è stato accompagnato dal sollevamento dell’animale lungo le pareti 
dell’acquario e da un veloce movimento dei massillipedi e dei chelipedi che spingevano 
l’acqua verso la bocca. Queste azioni sono state compiute in modo stereotipato negli animali e 
sono state manifestate con buona frequenza solo in alcuni trattamenti: in L nel 77% dei casi 
(10 su 13 animali reattivi), in K nel 50% dei casi (3 su 6 reattivi) e in F nel 40% dei casi (2 su 
5 reattivi). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nessuna alterazione comportamentale, tipo apatia o anoressia, è stata osservata per l’intera 
durata dei test né vi sono stati decessi tra gli animali sperimentali.  
 
 
Fig. 47 Immagini in sequenza dei movimenti del gambero quando arrivava nella zona di rilascio dello 
stimolo. L’animale cercava di sollevarsi per muovere le antenne sulla superficie dell’acqua, con un 
ritmico battere di antennule e movimenti veloci di massilipedi e chelipedi spingendo l’acqua verso la 
bocca. 
Risultati e discussione  
 
 
70 
 
3.2.5 Esche per le prove in natura 
Per la prova in natura, delle esche a feromoni, sono stati 
utilizzati i fagi della selezione L (o 9), che è risultata la più 
attrattiva negli esperimenti comportamentali. Seguendo il 
protocollo sono stati prodotti 22 mL di fagi, che sono stati poi 
mescolati con alginato ed equamente suddivisi (2.2 mL 
ciascuna) in 10 piastre petri (8.5 cm di diametro), con 25 fori 
(circa 0.7 cm di diametro), e sigillate con parafilm (fig. 48). E’ 
stato deciso di utilizzare una matrice di alginato in quanto, 
grazie alle sue proprietà, gelifica in 12 ore creando una struttura solida e al tempo stesso 
resistente ma solubile in acqua. L’aspetto più importante nell’utilizzo di questo tipo di matrice 
è che il rilascio dei fagi, in acqua, è graduale. La prova in campo prevedeva l’utilizzo di 30 
nasse (fig. 49):  
 10 vuote, come controllo negativo;  
 10 con una scatoletta di cibo per gatti forata, ovvero il normale attrattivo che è 
utilizzato per le catture intensive di P. clarkii nel progetto Rarity; 
 10 contenenti una piastra petri, forata, con alginato e fagi. 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
Fig. 48 Piastra petri forata. 
B C A 
Fig. 49 A- foto di una scatoletta di cibo forata usata come esca; B- 
foto dell’esca a feromoni; C- foto delle 3 tipologie di nasse usate 
per l’esperimento in natura, dall’alto vuota, con il cibo per gatti e 
con l’esca a feromoni. 
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Tutte e 30 le nasse sono state poste a 10 m di distanza l’una dall’altra; iniziando a monte con 
le 10 nasse senza esca, a seguire le 10 con esca feromonica e a valle le 10 con l’esca 
tradizionale (scatoletta di cibo per gatti). Tale distribuzione è stata scelta per evitare che la 
corrente potesse trasferire “l’odore attrattivo” delle scatolette di cibo per gatti alle altre nasse. 
Le stazioni scelte, comunque, presentavano una ridotta corrente e un’abbondanza di esemplari 
di P. clarkii. Le prime 2 prove sono state eseguite in un piccolo canale a Villutta (45°87’ N, 
12°77’ E; Pordenone, Friuli Venezia Giulia). Questo canale è situato in mezzo a vigneti; ha 
un’ampiezza di 4 m; una lunghezza praticabile superiore a 300 m (lunghezza necessaria per le 
30 nasse) e una profondità di circa 130 cm (fig. 50).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 50 In alto a sinistra cartina 
topografica della stazione di Villutta 
(Pordenone, FVG). In alto a destra foto 
del canale, presso il quale è stata 
eseguita la prova in campo, e in basso 
foto del posizionamento della nassa. 
Risultati e discussione  
 
 
72 
 
Le prime due prove sono state eseguite nelle date 01-08-2014 e 08-09-2014, in entrambi i casi 
le nasse sono state poste la mattina del primo giorno e recuperate dopo 48 ore. Per il tempo di 
permanenza delle nasse in acqua è stato deciso di utilizzare la stessa tempistica impiegata nel 
monitoraggio e nelle catture intensive promosse dal progetto Rarity. Dopo 48 ore le nasse 
sono state recuperate ed è stato eseguito il conteggio degli esemplari catturati nelle 3 
differenti tipologie di esche (tab. 8). 
Prova Maschi Femmine Tot catture Nassa 
1 
17 8 25 vuota 
14 6 20 esca feromoni 
9 8 17 cibo gatti 
2 
5 8 13 vuota 
5 6 11 esca feromoni 
8 6 14 cibo gatti 
 
Nelle prove sono stati catturati, in totale, rispettivamente 62 e 38 animali; numeri troppo bassi 
che non permettono un’analisi statistica. Inoltre il bianco (nassa vuota) presentava un numero 
di catture paragonabile a quello delle esche trofiche. E’ ipotizzabile che le nasse utilizzate, 
essendo già state impiegate in precedenza per altri campionamenti, benchè lavate e 
disinfettate,  siano state impregnate con molecole delle esche trofiche o con molecole 
rilasciate dagli animali catturati. E’ stato deciso, quindi, di ripetere le prove utilizzando nasse 
nuove e cambiando la zona. Le ultime due prove sono state eseguite nel canale del Brancolo 
(Gorizia, Friuli Venezia Giulia) che presenta un’elevata densità della popolazione del 
gambero di fiume, e una modesta corrente dovuta solo all’apertura delle idrovore (fig. 51).  
 
 
     
 
 
 
 
 
Tab. 8 Tabella delle catture delle prove in natura presso Villutta. 
Fig. 51 Cartina topografica e foto 
della stazione presso il canale del 
Brancolo dove sono state fatte le 
ultime due prove delle esche a 
feromoni. 
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Le due prove sono state eseguite nelle date 08-10-2014 e 13-11-2014, in entrambi i casi le 
nasse sono state poste la mattina del primo giorno e, anche in questo caso, recuperate dopo 48 
ore. A seguito del recupero delle nasse è stato effettuato il conteggio degli esemplari catturati 
(tab. 9). 
 
Prova Maschi Femmine Tot catture Nassa 
1 
9 3 12 vuota 
7 14 21 esca feromoni 
31 35 66 cibo gatti 
2 
4 7 11 vuota 
19 22 41 esca feromoni 
31 31 62 cibo gatti 
 
 
 
L’utilizzo delle nasse nuove ha permesso di evidenziare una differenza altamente significativa 
nelle catture delle 3 tipologie (Kruskal-Wallis test: chi-squared=17.607, df=2, p=0.0001502) 
(fig. 53).  
 
 
 
 
Tab. 9 Tabella delle catture delle prove in natura presso il Brancolo. 
Fig. 52 Posizionamento delle nasse nel canale del Brancolo. 
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La comparazione a coppie, con la correzione di Bonferroni,  mostra che ci sono differenze 
significative sia per le esche con la scatoletta di cibo sia per quelle a feromoni rispetto alle 
nasse vuote; inoltre non risulta esserci differenza significativa tra il numero di catture tra le 
nasse contenenti esche a feromoni e quelle col cibo per gatti (tab. 10).  
 
 Cibo gatti Feromoni  
Feromoni  0.17922 - 
Vuota  0.00063   0.00964 
 
 
L’aspetto più importante delle esche a feromoni è la specie specificità di queste esche; 
catturano quasi esclusivamente esemplari di P. clarkii a differenza delle esche tradizionali 
(tab. 11) (fig. 54).  
 
 
Tab. 10 Risultati del test statistico Wilcoxon rank sum test. 
Fig. 53 A sinistra boxplot delle catture, separate 
in base alla tipologia di esca e divise tra maschi 
(M) e femmine (F). Sotto nasse, recuperate 
dopo 48 ore, con esca a feromoni e scatoletta 
cibo. 
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   Specie catturata Tot catture Nassa 
Pesce gatto 5 vuota 
Pesce gatto 5 esca feromoni 
Pesce gatto 11 cibo gatti 
Ciprinidi  0 vuota 
Ciprinidi 0 esca feromoni 
Ciprinidi 4 cibo gatti 
Altro 0 vuota 
Altro 0 esca feromoni 
Altro 1 cibo gatti 
 
Nelle nasse vuote e in quelle con le 
esche a feromoni è stato trovato un 
numero simile di pesci gatto, che 
evidentemente entrano accidentalmente 
o per curiosità. Nelle nasse con il cibo 
per gatti sono stati trovati ben 4 specie 
differenti (pesce gatto, 2 specie di 
Ciprinidi e un ratto) (fig. 55), e il loro 
numero totale è il triplo rispetto a quello 
degli animali catturati con le altre nasse. 
Quest’analisi conferma ulteriormente la 
specie-specificità della nostra esca.  
 
 
 
 
 
 
 
3.2 Esche contenenti GIH 
Tab. 11 Tabella con le catture di 
specie diverse da P. clakii, separate in 
base al tipo di esca. 
Fig.  54 Sotto istogramma delle diverse specie catturate con le 
differenti esche. 
Fig. 55 Specie, diverse da P. 
clarkii, catturate con le nasse.   
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Una delle caratteristiche degli autocidi è la specie specificità, l’esca feromonale soddisfa 
questo requisito e con il suo utilizzo per il trappolaggio intensivo è ipotizzabile un notevole 
risparmio di tempo, da parte degli operatori nella cernita delle specie catturate con le nasse.   
3.3 Esche contenenti GIH 
3.3.1 Sistemi di incapsulazione basati sull’alginato 
Preparazione e caratterizzazione di un sistema modello 
Per individuare le condizioni migliori di micro-incapsulazione in alginato dell’ormone GIH 
per somministrazione per via orale è stato sviluppato e studiato un 
sistema modello macroscopico di capsule di alginato  contenenti 
insulina (fig. 56). 
Tale sistema molto semplice e facile da gestire in laboratorio, è 
costituito da capsule di circa 2 mm di diametro contenenti insulina 
umana, utilizzata come ormone modello: tale molecola, infatti, è 
ampiamente disponibile a livello commerciale, e presenta 
caratteristiche chimico-fisiche (punto isoelettrico e massa molecolare) 
comparabili a quelli del GIH. Con tale sistema è possibile quindi 
mettere a punto le condizioni migliori per sviluppare la formulazione 
finale di micro-capsule contenenti GIH. 
 
 
Inoltre l’insulina umana presenta un’altra caratteristica che la rende anche una buona 
molecola “reporter” per gli studi preliminari in vivo: non essendo presente nei Decapodi non 
dovrebbe alterare il metabolismo e può essere facilmente individuabile nell’emolinfa con 
semplici tecniche analitiche (test ELISA). In tal modo è possibile valutare l’efficacia del 
sistema di somministrazione orale.  
 
3.3.2 Determinazione dell’efficienza di incapsulazione (EE) e del loading  
Inizialmente sono stati eseguiti dei test in vitro utilizzando il sistema modello macroscopico. 
Il sistema di incapsulazione in alginato è stato associato al chitosano. Dalla letteratura è noto, 
infatti, che l’aggiunta di tale polimero rinforza la struttura delle capsule e migliora l’efficienza 
di incapsulazione dell’insulina (Martins et al., 2007). La preparazione dell’esca è, quindi, 
iniziata con la caratterizzazione delle capsule verificando la capacità del sistema di 
incapsulare l’insulina (HI), partendo dalle condizioni sperimentali riportate in letteratura 
Fig. 56 Rappresentazione schematica della preparazione delle capsule per test in vitro. 
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(Silva et al., 2006). L’efficienza di incapsulazione e il loading (quantità di insulina nella 
formulazione) per i sistemi di solo alginato e di alginato-chitosano sono riportati nella tabella 
seguente e sono in linea con quanto descritto da altri autori (tab. 12). 
 
 
 
 
Prove di appetibilità 
Il sistema modello di capsule di alginato è stato utilizzato anche per preparare un formulato 
che fosse appetibile per i gamberi, associato ad una sostanza-esca.  Sono state, quindi, 
preparate delle capsule contenenti sia mangimi omogeneizzati (fig. 57B), sia fegato bovino 
omogeneizzato (fig. 57A) per valutare quale dei due tipi fosse effettivamente più appetibile 
per i gamberi.  
 
 
 
 
 
 
 
Da questi test è emerso che le capsule vengono mangiate in entrambi i casi; tuttavia abbiamo 
scelto di utilizzare soltanto il mangime omogeneizzato, in quanto è un prodotto commerciale 
di facile reperibilità, ed inoltre è stato osservato che facilita l’affondamento delle capsule 
nell’acqua, fattore importante in quanto i gamberi si nutrono prevalentemente sul fondale.  
Dall’osservazione dei gamberi durante l’alimentazione, è stato notato che questi tendono a 
frammentare le capsule (fig. 58): questo aspetto ha reso ancora più evidente la necessità di 
preparare un formulato di dimensioni ridotte (micro-capsule) che possano essere ingerite 
intere.   
 
   
                    
 
ALG+HI 
EE  Circa 65% 
loading 0,064% ± 0.010% 
ALG+CS+HI 
EE  Circa 100% 
loading 0,099% ± 0.010% 
Tab. 12 Tabella per confronto delle efficienze (EE) e del loading delle 2 strutture di capsule. 
.   
Fig. 57 A- sfere di alginato 
mescolate a fegato di bue 
omogenizzato. B- sfere di 
alginato mescolate a 
mangime per gamberi 
omogeneizzato. 
 
Fig. 58 Gamberi mentre mangiano le beads, in particolare nell’immagine a destra si vede come siano 
tutte frammentate. 
B A 
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3.3.3 Formulazione del sistema per studi in vivo 
Il sistema per gli studi in vivo è stato preparato (come riportato nel protocollo presente nei 
materiali e metodi a pag.40) immobilizzando all’interno di capsule di alginato e mangime, 
ottenute attraverso gelificazione interna basata sul sistema CaCO3/GDL (Draget et al., 1989), 
le micro-capsule di alginato-chitosano contenenti insulina (HI) o l’ormone di interesse.  Le 
micro-capsule sono state preparate utilizzando l’electronic beads generator. 
La struttura finale della formulazione è quindi caratterizzata da: 
-  una capsula esterna, costituita da alginato mescolato al mangime per gamberi; 
- una struttura interna di microcapsule, che presentano un rivestimento esterno 
protettivo di chitosano, contenenti l’ormone mescolato ad alginato (fig. 59).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Per la prima prova di somministrazione di ormone tramite le capsule è stata impiegata 
l’insulina (molecola “reporter”), per le successive prove di oral delivery, si includerà il cHH. 
Per verificare l'efficacia della somministrazione orale, è stato usato il cHH al posto del GIH in 
quanto, appartenendo entrambi alla stessa famiglia, hanno una struttura simile. Inoltre gli 
effetti del cHH nei gamberi sono facilmente individuabili, rispetto a quelli del GIH, in quanto 
induce un aumento dei valori di glicemia nell’emolinfa. I differenti passaggi, fin qui descritti, 
hanno consentito di ottimizzare progressivamente il sistema di somministrazione orale degli 
ormoni, e di passare quindi alla fase successiva della sperimentazione in vivo.  
 
3.3.4 Preparazione delle capsule tramite microemulsione  
Per la preparazione delle capsule è stato seguito il protocollo indicato nei materiali e metodi a 
pag. 43; sono state ottenute circa 700 capsule con cHH, per il primo esperimento, e 360, per il 
Fig. 59 Rappresentazione schematica della struttura definitiva della formulazione. 
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secondo, e altrettante senza ormone, come controllo negativo. Le capsule sono state poi 
testate somministrando ad ogni gambero circa 70 e 36 capsule, rispettivamente nel primo e nel 
secondo test (fig. 60). La loro struttura finale è costituita da 3 parti: 
- uno strato interno con tantissime nano particelle di cHH in soluzione acquosa incluso 
in una goccia lipidica (olio); 
- uno strato intermedio di alginato mescolato al mangime per gamberi, per rendere le 
capsule attrattive; 
- un sottilissimo rivestimento esterno di chitosano per proteggere l’ormone durante la 
digestione. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.5 Saggio in vivo di oral delivery 
Prova 1 con insulina: 
Gli esperimenti in vivo 
sono stati condotti su 
esemplari maschi di P. 
clarkii, provenienti dal 
canale Brancolo, catturati 
con l’ausilio di nasse. I 
gamberi sono stati 
mantenuti singolarmente 
Fig. 60 Foto, a sinistra, e schema, a destra, delle 
capsule preparate tramite microemulsione. 
 
Fig. 61 Gamberi acclimatati singolarmente nelle vasche. 
Risultati e discussione  
 
 
80 
 
in vasche 20x38x25 cm con aerazione continuata a 22°C, con un fotoperiodo di 12 ore di luce 
e 12 di buio e con una settimana di acclimatazione (fig. 61).  
Per l’esperimento sono stati utilizzati 6 gamberi maschi, ad ognuno sono state somministrate 
5 capsule contenenti l’insulina: tale molecola non è secreta fisiologicamente dai Crostacei per 
questo la sua rilevazione in circolo è indice di assorbimento mediante l’alimentazione. Gli 
animali, attratti dalla formulazione-esca, hanno consumato le capsule nell’arco di 30 minuti, e 
successivamente è stata prelevata l’emolinfa (circa 150 μL).  
E’ stato deciso di prelevare l’emolinfa (fig. 
62), ogni ora, fino alla dodicesima. I 
prelievi hanno permesso di verificare se 
l’insulina è stata effettivamente assorbita. 
L’insulina, assorbita mediante il cibo 
nell’emolinfa, è stata quantificata mediante 
il kit Human Insulin ELISA (Life 
Tecnology, seguito il protocollo presente nel kit). L’insulina è stata effettivamente assorbita 
anche se presenta picchi ad orari diversi nei vari esemplari (fig. 63).  
 
 
 
A questo punto è stato possibile passare alla prova di somministrazione orale dell’ormone 
cHH, che appartiene alla stessa famiglia del GIH. Questo ormone è stato selezionato poiché il 
saggio per la determinazione della sua attività biologica è veloce, standardizzato e più 
semplice rispetto a quello necessario per il GIH. Nello specifico per valutare la presenza di 
Fig. 9: foto del prelievo di emolinfa. 
 
Fig. 62 Foto del momento del prelievo dell’emolinfa. 
Fig. 63 Insulina emolinfatica nei 6 gamberi dopo somministrazione di capsule contenenti 
insulina umana. 
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questo ormone è sufficiente misurare i valori di glicemia, che aumentano grazie alla sua 
funzione iperglicemizzante.  
 
Prova 2 con cHH: 
Le prove in vivo col cHH sono state tutte condotte su maschi di P. clarkii acclimatati in una 
vasca suddivisa in 8 settori, coperta da uno strato di 1 cm di plexiglaas trasparente. Tre giorni prima 
dell’esperimento, i gamberi sono stati epeduncolati per eliminare la fonte interna di produzione di 
cHH. Per la prima prova col cHH sono stati utilizzati 12 gamberi, suddivisi in 3 gruppi. Al 
primo gruppo di 5 animali sono state somministrate 3 capsule contenenti in totale circa 5 μg 
di cHH, al secondo gruppo di 5 gamberi 3 capsule non trattate, come controllo negativo, a 2 
animali è stato iniettato l’ormone come controlli positivo. L’analisi di quest’ultimo gruppo 
consente di verificare l’efficacia dell’ormone nella soluzione di partenza. Come prima prova 
con l’ormone è stato eseguito un prelievo di emolinfa (150 μL) ogni ora per un totale di 11 
ore. In questa prima prova non sono state riscontrate differenze significative, nei valori di 
glicemia, tra i due gruppi (fig. 64).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Prova 3 con cHH: 
Visto l’esito del test precedente è stato deciso di aumentare la concentrazione di cHH fornita a 
ciascun gambero passando da 5 a 30 μg. Per questa prova sono stati utilizzati 10 gamberi, 
Fig. 64 Boxplot delle glicemie dopo la somministrazione di capsule contenenti 5 μg di cHH.  
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sempre suddivisi in 3 gruppi. Al primo gruppo di 4 animali sono state somministrate 3 capsule 
contenenti in totale circa 30 μg di cHH, al secondo gruppo di 4 gamberi 3 capsule non trattate, 
come controllo negativo e infine agli ultimi 2 animali l’ormone è stato iniettato per ottenere i 
controlli positivi. Considerando i tempi di digestione dei gamberi si è deciso di iniziare i 
prelievi di emolinfa (150 μL) alla sesta ora: quelli successivi sono stati eseguiti ogni due ore 
fino alla ventiduesima, per verificare che non ci siano risposte oltre l’undicesima ora. 
L’esperimento ha  dimostrato che il sistema di capsule di CS-ALG-ormone funziona, come è 
possibile notare dal boxplot della fig. 65 c’è una differenza tra i due gruppi alla sesta ora. Gli 
animali nutriti con esche ormonali presentavano una glicemia di 11.7 ±0.35 mg/dL, 
statisticamente più alta rispetto agli animali nutriti con le esche senza ormone (6.22±0.42 
mg/dL) (Wilcoxon rank sum test, p-value = 0.02747).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Prova 4 con cHH: 
Per confermare e migliorare il risultato del test precedente è stato deciso di fare un’ulteriore 
prova con un numero maggiore di esemplari, per avere un numero di animali statisticamente 
valido, e somministrando una quantità ancora superiore di cHH. Il test è stato eseguito su 25 
animali: a 10 sono state somministrate 5 capsule contenenti in totale circa 100 μg di cHH, a 
Fig. 65 Boxplot delle glicemie dopo la somministrazione di capsule contenenti 30 μg 
cHH. Nel grafico non sono presenti i prelievi dopo la decima ora perché non c’erano 
differenze tra i 2 gruppi testati. 
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10 capsule senza ormone come controlli negativi e a 5 l’ormone è stato iniettato come 
controllo positivo. Visti i risultati degli esperimenti precedenti si è deciso di fare i prelievi di 
emolinfa (150 μL)  ogni ora, dalla quinta all’ottava, e poi ogni 2 ore fino alla sedicesima. 
L’esperimento non ha dato i risultati sperati infatti non sono state riscontrate differenze 
significative, nei valori di glicemia, tra i due gruppi sperimentali (fig. 66).  
 
 
 
I controlli positivi hanno dimostrato una buona 
attività del cHH sintetico (a sinistra, fig. 67).   
 
 
 
 
Prova 5 con cHH: 
Il test precedente è stato ripetuto somministrando 5 capsule contenenti in totale 100 μg di 
cHH. In questo esperimento è stato aggiunto un’ulteriore controllo positivo, infatti a 5 animali 
è stato iniettato il cHH estratto dalle capsule. Per questa prova una trentina di microcapsule 
sono state sciolte in 600 μL di PBS (1% filtrato); sono stati poi iniettati 120 μL di questa 
soluzione ad ogni gambero. Per i controlli positivi i prelievi di emolinfa (150 μL) sono stati 
eseguiti alla prima, alla seconda, alla quarta e alla sesta ora mentre per l’oral delivery sono 
Fig. 66 Boxplot delle glicemie somminitrando 100 μg di cHH ad ogni gambero.  
Fig.  67 Boxplot delle glicemie dopo iniezione di 0.5 μg 
di cHH sintetico.  
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stati eseguiti ogni ora dalla quinta all’ottava e poi ogni due ore fino alla sedicesima. Anche in 
questo caso non sono state riscontrate differenze nei valori di glicemia tra i gruppi 
sperimentali (fig. 68). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anche in questo caso i controlli positivi non hanno evidenziato anomalie, infatti, è presente 
un notevole aumento di glicemia alla prima e alla seconda ora per cui il risultato negativo 
dell’oral delivery non dipende dal cHH sintetico (a sinistra, fig. 69).  Anche la prova di 
Fig.  68 Boxplot delle glicemie dopo la somministrazione di capsule contenenti 50 μg di cHH.  
Fig.  69 A sinistra boxplot delle glicemie dopo iniezione di 0.5 μg di cHH sintetico, come controllo 
positivo. A destra boxplot delglicemie dopo l’iniezione del cHH estratto dalla capsule.  
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iniezione del cHH estratto dalle capsule, utilizzate per l’oral delivery, ha evidenziato 
significativi aumenti dei valori di glicemia, in particolare alla quarta ora (a destra, fig. 69). 
Questa ulteriore prova, conferma che il cHH è presente e attivo all’interno delle capsule che 
sono somministrate ai gamberi durante il test. Si deduce che il motivo, per cui l’oral delivery 
non funziona, non è nei passaggi di produzione delle capsule ma nei passaggi successivi, 
ovvero rilascio dell’ormone in acqua e la degradazione da parte degli enzimi digestivi del 
gambero. E’ risultato necessario esplorare un sistema alternativo per raggiungere 
un’efficienza maggiore nella preservazione dell’ormone durante le diverse fasi del 
l’assunzione tramite oral delivery.  
Prova 6 con beads prodotte tramite microemulsione: 
Per la prova con il nuovo sistema di produzione delle capsule è stato deciso di mantenere 
invariata la procedura di oral delivery, per cui 3 giorni prima è stata sospesa l’alimentazione e 
gli animali sono stati epeduncolati. Come negli esperimenti precedenti sono stati utilizzati 25 
animali: a 10 sono state date 70 capsule, per gambero, contenenti in totale circa 100 μg di 
cHH, a 10 gamberi 70 capsule senza l’ormone e a 5 l’ormone è stato iniettato (controllo 
positivo). Per il controllo positivo i prelievi di emolinfa (150 μL) sono stati eseguiti alla 
prima, alla seconda, alla quarta, alla sesta e all’ottava ora mentre per l’oral delivery sono stati 
eseguiti ogni ora dalla quinta all’ottava e poi ogni due ore fino alla dodicesima. Con questo 
sistema sono state riscontrate differenze altamente significative nei valori di glicemia, tra i 2 
gruppi sperimentali, alla sesta ora; tali differenze sono state rilevate sia con test non 
parametrico Wilcox test (W=7, p-value=0.0009743) che con test parametrico T-test (df=9.22, 
p-value=0.006219) (fig. 70). Questo risultato è stato ottenuto nonostante i gamberi abbiano 
mangiato solo circa il 50% delle capsule che gli erano state somministrate, per cui il sistema 
di protezione testato si è dimostrato molto efficiente.  
 
Fig.  70 Boxplot delle glicemie dopo somministrazione di capsule prodotte tramite. Si osservano differenze 
statisticamente significative alla sesta ora. 
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Prova 7 con beads prodotte tramite microemulsione con gamberi intatti: 
Visto l’ottimo risultato del test precedente è stato deciso di provare a somministrare le capsule 
con il cHH ad animali intatti, ovvero evitando l’epeduncolazione, e sospendendo 
l’alimentazione 6 giorni prima. Anche in questa prova sono stati utilizzati 25 animali: a 10 
sono state date 36 capsule, ciascuno, contenenti in totale circa 40 μg di cHH, a 10 36 capsule 
senza ormone e a 5 l’ormone è stato iniettato (controllo positivo). Per il controllo positivo i 
prelievi di emolinfa (150 μL) sono stati eseguiti alla prima, alla seconda, alla quarta ora, 
mentre per l’oral delivery sono stati eseguiti ogni ora dalla quinta all’ottava e poi ogni due ore 
fino alla quattordicesima. Il test ha dimostrato che, anche con gli animali intatti, ci sono 
differenze significative alla quinta ora, tra il gruppo di controllo e il gruppo a cui sono state 
somministrate capsule con cHH. Il valore medio di glicemia nei controlli, alla quinta ora, è di 
8.22±2.08 mentre quello dei trattati è di 16.88±2.54. La diversità tra i 2 gruppi è stata 
riscontrata sia con il test parametrico T-test (df=17.318, p-value=0.01717) sia con il test non 
parametrico Wilcox test (W=21, p-value=0.03115). Anche alla sesta ora si osserva una 
differenza tra i due gruppi, infatti la glicemia media è di 11.04±2.07 nei controlli e di 
15.81±1.75 nei trattati, ma tale differenza non è significativa a livello statistico. La tendenza 
alla significatività, alla sesta ora, è probabilmente dovuta al fatto che i gamberi hanno 
impiegato anche 2 ore per consumare la gran parte delle capsule somministrate. Infatti i 
gamberi hanno mangiato un numero diverso di capsule che varia dal 50% al 100% e in tempi 
differenti (fig. 71).  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  71 Boxplot delle glicemie dopo somministrazione di capsule con 20 μg di cHH.  Si osservano differenze 
significative alla quinta ora. 
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L’oral delivery è un sistema di veicolazione estremamente studiato, soprattutto in campo 
farmaceutico, perché permette il rilascio controllato dei farmaci, inclusi in micro e 
nanoparticelle. In particolare questo sistema è molto studiato per cercare di veicolare 
l’insulina ma, attualmente, non è ancora stato individuato un metodo adeguato. I principali 
problemi  riscontrati nel oral delivery dell’insulina sono causati dalla variazione di pH lungo 
il tratto gastrointestinale, infatti, l’ormone deve essere protetto dal pH acido dello stomaco ma 
poi deve essere rilasciato nell’intestino dove c’è un pH neutro; dalla presenza di enzimi 
proteolitici nello stomaco e nell’intestino, che ne limitano l’assorbimento; dalla necessità di 
un rilascio controllato, per raggiungere la dose fisiologica nel sangue, e dalla necessità di 
individuare un sistema che sia biocompatibile (Mukhopadhyay et al., 2012; Sung et al., 2012).  
In campo biologico, fino ad oggi, l’oral delivery è stato utilizzato principalmente per 
l’immunizzazione da patogeni, sia per i pesci che per i Crostacei, (Romalde et al., 2004; 
Witteveldt et al., 2004; Rajeshkumar et al., 2009; Fu et al., 2010; Khimmakthong et al., 2013) 
ma anche per veicolare DNA (Mao et al., 2001), ma non sono mai stati fatti studi sulla 
somministrazione di proteine. Nel campo dell’immunizzazione da patogeni, in particolare per 
contrastare la WSSV (white spot syndrome virus), sono state utilizzate differenti tecniche: 
microcapsule di alginato (Romalde et al., 2004), batteri inattivati (Witteveldt et al., 2004; Fu 
et al., 2010) e nano particelle di chitosano (Rajeshkumar et al., 2009; Khimmakthong et al., 
2013). In tutti questi studi il “cibo” è stato fornito secco o fresco, dopo essere stato mescolato 
al cibo commerciale per gamberi. Anche per veicolare il DNA sono state prodotte delle 
nanoparticelle di chitosano  che garantissero la protezione del plasmide dalla degradazione 
enzimatica (Mao et al., 2001). Basandoci su questi studi si è deciso di sperimentare diversi 
sistemi per veicolare gli ormoni in P. clarkii, al fine di sviluppare esche specie specifiche, 
contenenti il GIH, che permetteranno la sterilizzazione, in natura, di questi animali e una 
migliore gestione numerica. I risultati hanno permesso di individuare il sistema di 
microemulsione (olio-PBS) come il migliore per la somministrazione di ormoni peptidici 
attraverso esche in P. clarkii. E’ ipotizzabile che questo sistema garantisca una maggiore 
protezione contro la degradazione enzimatica a livello del lume e che la microemulsione 
funga da amplificatore dei cambiamenti strutturali e di fluidità indotti a livello della 
membrana assorbente della mucosa (Liu et al., 2013).  
Il vantaggio principale di questo sistema è che permette di veicolare peptidi permettendo di 
allestire nuovi sistemi autocidi per il controllo delle specie invasive mediante l’utilizzo di 
ormoni. Il limite principale di questa tecnologia, su piccola scala, è il volume finale del 
sistema, che produce una quantità di capsule troppo elevata per un singolo gambero mentre, 
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su larga scala, è la produzione di quantità adeguate di ormone sintetico vista la bassa 
efficienza del sistema. E’ necessario quindi migliorare l’efficacia della tecnica per ridurre i 
volumi e ottimizzare il sistema su larga scala.  
 
3.4 SMRT 
I maschi di P. clarkii hanno un testicolo impari trilobato situato nel cefalotorace posto in 
posizione ventrale rispetto al pericardio. Il testicolo maturo ha due lobi cefalici, che si 
estendono nella regione cefalica sopra ai lobi postero ventrali dell’epatopancreas, e uno 
caudale, posizionato dorsalmente rispetto all’intestino.  I tubuli collettori, dei lobi testicolari, 
si uniscono alla base in un peduncolo comune tripartito da cui emergono i vasi deferenti, che 
si estendono caudolateralmente sopra la superficie dorsale dei 
lobi caudali dell’epatopancreas, per poi scendere fino ai 
gonopori. Il vaso deferente destro è più sviluppato di quello 
sinistro, che è più sottile e atrofico. Ogni lobo presenta una 
struttura acinare, che assomiglia ad un grappolo d’uva, dove i 
chicchi rappresentano gli acini e il graspo rappresenta i 
prtubuli (distali) e il tubuli collettori (prossimali) (fig. 72).  
 
 
L’analisi col SEM ha mostrato che la dimensione dei testicoli degli animali irradiati con 20, 
40 e 60 Gy è inferiore rispetto a quelli del gruppo di controllo. Inoltre le fratture dei lobi 
testicolari, lungo il piano sagittale mediale, evidenziano una perdita dell’organizzazione 
acinare.  Negli animali di controllo gli acini sono ben distinguibili e di dimensioni maggiori, 
mentre quelli degli animali irradiati, appaiono più compatti e fusi tra di loro a causa dei 
fenomeni di necrosi e di rimaneggiamento cellulare indotti dalle radiazioni (fig. 73).   
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  72 Struttura del testicolo a fresco colorato con blu di toluidina. 
L'emergenza del vaso deferente destro è indicata con la freccia. 
Fig.  73 Vista generale al 
microscopio elettronico a 
scansione di lobi testicolari 
fratturati lungo il piano 
sagittale mediale di: A – 
controllo; B – animale 
irradiato con 20 Gy; C – 40 
Gy; D: - 60 Gy. 
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Il confronto delle proiezioni delle aree massime dei lobi testicolari tra gli animali di controllo 
e quelli irradiati a 20, 40 e 60 Gy, dopo 30 giorni dal trattamento, ha mostrato una differenza 
altamente significativa tra i 4 gruppi (Kruskal-Wallis test: chi-squared=22.2556, df=3, 
p=5.771e-05). Anche il confronto, a coppie, mediante la correzione di Bonferroni ha mostrato 
che l’area dei lobi testicolari (3.92 ± 0.18 mm2)  del gruppo di controllo è significativamente 
più grande rispetto a quella dei tre gruppi irradiati (p<0.0001; 20 Gy 1.40 ± 0.13 mm2; 40 Gy 1.24 
± 0.10 mm
2
; 60 Gy 1.26 ± 0.11 mm
2), mentre i lobi degli animali irradiati non differiscono tra 
loro. Inoltre è stato misurato il diametro medio degli acini nelle sezioni semifini dei lobi 
testicolari; l’analisi statistica utilizzando il test Kruskal-Wallis ha mostrato, anche in questo 
caso, differenze molto significative tra il gruppo di controllo e gli irradiati (chi-quadrato 
Kruskal-Wallis = 395,0381, df = 4, p <2.2e-16) (fig. 74). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Allo stesso modo, il confronto a coppie con la correzione di Bonferroni ha sottolineato una 
differenza molto significativa tra gli animali di controllo (diametro di 135.9 ± 4.6 µm) e quelli 
irradiati; tra gli animali dopo 10 giorni (diametro di 100.9 ± 2.6 µm) dall’irradiazione con 20 
Gy e quelli dopo 30 giorni dall’irradiazione con tutte le altre dosi di raggi X (diametri: 20 Gy 
53.2 ± 1.5 µm, 40 Gy 49.9 ± 1.4 µm, 60 Gy 52.0 ± 1.3 µm); ma non tra i gruppi di animali 
irradiati, alle diverse dosi dopo 30 giorni, come mostrato in tabella 13.  
 
 
 
 
 
  0-CTRL 20 20_10d 40 
20 < 2e-16 - - - 
20_10d 1.7e-08 < 2e-16 - - 
40 < 2e-16 0,99 < 2e-16 - 
60 < 2e-16 1,00 < 2e-16 0,80 
Fig.  74 Boxplot 
dell’analisi 
statistica con 
Kruskal-Wallis 
test. Differenza 
altamente 
significativa del 
diametro degli 
acini tra il gruppo 
di controllo (0) e 
i gruppi degli 
animali irradiati. 
Tab. 13 Confronto a coppie con il Wilcoxon rank sum test,  si evidenzia una differenza altamente 
significativa tra gli animali di controllo (0-CTRL) e quelli irradiati.  
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Per approfondire i danni a livello della spermatogenesi sono state preparate delle sezioni 
semifini dei lobi testicolari e sono stati analizzati con la microscopia ottica ed elettronica. La 
sezione sagittale, di un lobo, di un animale di controllo presenta una graduale maturazione 
degli acini partendo dalla zona distale germinativa (ZG), con progressivo aumento del 
diametro, a quella prossimale contenente il peduncolo testicolare formato dal raggruppamento 
dei dotti collettori (CT), in cui gli acini maturi versano gli spermatozoi neoformati (fig. 75). 
 
Un maggiore ingrandimento ha permesso di vedere tutte le fasi della spermatogenesi, che in 
letteratura sono già state descritte per altri Decapodi (Word and Hobbs, 1958; Erkan et al., 
2009; Rotllant et al., 2012). Gli acini sono delimitati da una lamina basale e al loro interno 
presentano uno strato di cellule di supporto (cellule di Sertoli) e di cellule germinali. Le 
cellule germinali, di un lobo testicolare, hanno vari stadi di maturazione (fig. 76): nello strato 
periferico sono presenti gli spermatogoni (fig. 76A); poi si trovano gli spermatociti I (fig. 
76B) e spermatociti II (fig. 76C); nel terzo strato ci sono gli spermatidi precoci e maturi (fig. 
76D ed E) e nell’ultimo strato, nel lume dell’acino, ci sono gli spermatozoi liberi (fig. 76F). 
Negli acini si osserva un gradiente continuo di maturazione che va dalla periferia al 
peduncolo testicolare. Gli stadi delle cellule germinali sono sincronizzati sia all’interno di un 
singolo acino sia in una particolare regione del lobo testicolare. Negli acini completamente 
maturi sono presenti gli spermatozoi liberi, mentre le cellule di supporto iniziano a mostrare i 
segni di apoptosi degenerative come il citoplasma in condensazione; la condensazione della 
cromatina;  i nuclei pignotici e frammentati e corpi apoptotici (fig. 76F). La vita dell’acino 
Fig. 75 Sezione semifine 
(1µm – blu di toluidina) 
sagittale mediale di un lobo 
testicolare di un animale di 
controllo.  
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termina con la sua fusione con l’epitelio di un tubulo collettore, dove rilascia gli spermatozoi 
nel suo lume, e l’apoptosi delle cellule di sostegno.  
 
 
 
 
Gli acini dei testicoli degli animali irradiati con 20 Gy, dopo 10 giorni, mostrano un gradiente 
di maturazione meno chiaro e molti acini con cellule germinali e di supporto fortemente 
vacuolizzate con quadri evidenti di necrosi cellulare. E’ interessante notare che l’apoptosi 
Fig. 76  Sezioni semifini (1µm – blu di toluidina) di acini testicolari di un animale di controllo a vari stadi 
di maturazione. Nel lume degli acini sono presenti spermatogoni (A); spermatociti I (B); spermatociti II 
(C); spermatidi precoci e maturi (D e E) e spermatozoi (F). Alcune cellule di Sertoli sono evidenziate con la 
freccia. Barra calibrazione 2 mm. 
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delle cellule di supporto, avviene a tutti i diversi stadi di maturazione degli acini e non si 
limita solo agli acini maturi. Negli  acini  si vedono cellule germinali in riassorbimento e 
cellule in avanzato stadio di necrosi che mostrano fino a 3 micronuclei (riconoscibili per la 
colorazione scura, fig. 77A, B e C). La presenza dei micronuceli è correlata ad una avanzata 
fase di necrosi primaria, in cui la cromatina, che inizialmente si condensa, è poi dispersa nel 
citosol. Inoltre sono presenti le cellule germinali con la cromatina condensata (fig. 77A e B); 
cellule binucleate (fig. 77E) e cellule con divisioni meiotiche anomale, in quanto i cromosomi 
rimangono “intrappolati” nel fuso meiotico (fig. 77D, E e F).  
 
 
Fig. 77  Sezioni semifini (1µm – blu di toluidina) di acini testicolari di un animale irradiato con 20 Gy, 
dopo 10 giorni. Sono visibili cellule di Sertoli con micronuclei (frecce - in necrosi) e le cellule germinali 
con divisioni meiotiche anomale (punte di freccia) e cromosomi addensati (rettangoli). Barra di calibrazione 
= 20 µm. 
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Gli acini degli animali irradiati con 20 GY, dopo 30 giorni, appaiono ulteriormente deteriorati 
infatti, non è più visibile il gradiente delle fasi di sviluppo della spermatogenesi. Non sono più 
individuabili cellule con divisioni meiotiche e sono presenti molti micronuclei in quasi tutti 
gli acini; anche la necrosi e la vacuolizzazione è ulteriormente aumentata ed è diffusa su tutta 
la superficie dei lobi testicolari (Fig. 78A e B). Il deterioramento degli acini aumenta 
gradualmente sia nelle sezioni degli animali irradiati con 40 Gy (Fig. 78C e D) sia con quelle 
a 60 Gy, dove la necrosi delle cellule germinali e accessorie è diffusa in tutto il lobo 
testicolare (Fig. 78E e F). In tutte queste sezioni i diversi stadi della spermatogenesi non sono 
più visibili, poiché gli acini presentano solo un elevato livello di vacuolizzazione, cromatina 
condensata e aree con un elevato rimescolamento delle membrane.  
 
Fig. 78  Sezioni semifini (1µm – blu di toluidina) di acini testicolari di animali irradiati dopo 30 giorni. 
A - B 20 Gy; C - D 40 Gy; E - F 60 Gy. Sono visibili micronuclei (frecce - in necrosi), vacuolizzazione 
eevata (rettangoli) e rimescolamento delle membrane (punte di freccia). Barra di calibrazione = 50 µm. 
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L’analisi ultrastrutturale, degli acini di testicoli di animali di controllo, ha permesso di 
individuare le differenti fasi di sviluppo della spermatogenesi come: spermatogoni  (fig. 79A); 
spermatocita I (fig. 79B, C), caratterizzato dalla presenza di annulate lamellae e ribosomi 
liberi (fig. 79C); spermatocita II durante la metafase II (fig. 79D), spermatidi (fig. 79F) e 
spermatozoi. Infine si osserva l’apoptosi delle cellule accessorie che inizia quando gli 
spermatozoi maturi sono concentrati nel lume centrale degli acini. 
 
Fig. 79  Sezioni di animali di controllo al TEM, colorate con acetato di uranile e citrato di piombo. A – 
spermatogoni: an-nucleo di cellula accessoria e nu-nucleolo; B spermatocita I: frecce per complessi sinaptinemali; 
C spermatocita I: pr-zona ricca di poliribosomi, sr-zona ricca in reticolo endoplasmatico liscio, al-annulate lamellae 
e frecce per vescicole elettrondense; D – spermatocita II: mp-piastra metafasica; E :n-nucleo; F – spermatidi: fn-
nucleo frammentato di cellula accessoria in apoptosi, sn-nucleo di spermatidio. Barre calibrazione: A, B e F - 10 
μm; C - 2 μm; D e E - 5 μm.  
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L’analisi ultrastrutturale degli animali irradiati, dopo 30 giorni, mostra una necrosi avanzata 
in tutti gli acini e non sono visibili cellule vitali (fig. 80A, B). Gli acini degenerati presentano 
una lamina basale notevolmente contorta, che indica una coartazione di queste unità 
funzionali della spermatogenesi a causa della morte cellulare. A causa dell’irraggiamento, 
negli acini, ci sono pochi nuclei vitali nelle cellule di supporto e il citoplasma è altamente 
vacuolizzato, con fagosomi contenenti corpi apoptotici derivanti dalle cellule germinali e da 
altre cellule accessorie (fig. 80A, B). Negli spermatozoi maturi non sono stati riscontrati 
evidenti segni di degenerazione né col microscopio ottico né con quello elettronico.  
 
 
 
Le tecnica degli SMRT è molto studiata per il controllo degli Artropodi ma ben poco è noto 
sui Crostacei, infatti, l’esposizione alle radiazioni ionizzanti è il metodo maggiormente 
utilizzato per la sterilizzazione degli Insetti nocivi (Bakri et al., 2005). L’aspetto più 
importante, di questa tecnica, è la dose irradiante che deve garantire la massima sterilità ma il 
minimo danno alle cellule somatiche, questo per non interferire sul comportamento 
riproduttivo degli animali in modo che questi possano competere, per l’accoppiamento, con i 
maschi selvatici. La dose necessaria per la sterilizzazione degli Artropodi è estremamente 
variabile, in base all’ordine di appartenenza, e passa da valori inferiori a 5 Gy a maggiori di 
400 Gy (Bakri et al., 2005). Per i Crostacei ci sono pochi studi; in uno studio su Penaeus 
japonicus i maschi sono stati sottoposti a 10 e 20 Gy di raggi-X. A seguito del trattamento, i 
Fig. 80  Sezioni di animali irradiati con 60 Gy, dopo 30 giorni, al TEM, colorate con acetato di uranile e 
citrato di piombo.   
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maschi, sono stati posti insieme a femmine, non irradiate, perché si accoppino e si è visto che 
la percentuale di schiusa delle uova è drasticamente inferiore rispetto a quella dei controlli 
(11.9% rispetto 40.7%, ovvero con una riduzione del 70.8%) (Sellars and Preston, 2005). In 
un altro studio su P. clarkii, i maschi di questa specie sono stati sottoposti a 20 Gy di raggi-X, 
e in seguito all’accoppiamento, con femmine non trattate, si è riscontrata una riduzione del 
successo riproduttivo pari al 43% (Aquiloni et al., 2009). Si evince che per i Crostacei le dosi 
di radiazione fin’ora studiate arrivano al massimo a 20 Gy. 
Negli Artropodi,  sono stati studiati in dettaglio i danni citologici dopo irradiazione. In una 
rassegna sul controllo degli Insetti mediante sterilizzazione, Proverbs (1969) ha sottolineato 
come le cellule germinali, nelle varie fasi di sviluppo, subiscono danni differenti se sottoposte 
alle radiazioni; in particolare, i danni maggiori, si osservano nei primi stadi della 
spermatogenesi. Nei testicoli delle mosche Cochliomya hominivorax, uscite da pupe irradiate 
con 6200 roentgen (equivalente a circa 54 Gy), dopo 20 giorni dall’irraggiamento, si osserva 
un danneggiamento totale degli spermatogoni e di alcuni spermatociti primari mentre non 
sono apparentemente osservabili danni agli spermatidi, agli spermatozoi immaturi nè a quelli 
maturi. Nella parte anteriore dei testicoli, dove ci sono gli stadi iniziali della spermatogenesi, 
si osservano un elevato numero di detriti cellulari interspersi tra le cellule germinative; tali 
elementi si riducono progressivamente fino alla parte basale del testicolo dove, invece, sono 
presenti numerosi spermatozoi maturi apparentemente intatti. Infine, principalmente la parte 
anteriore del testicolo appare “avvizzita” rispetto a quella dei controlli (Riemann, 1967). I 
danni ai testicoli, riscontrati in questa tesi, sono del tutto paragonabili a quelli osservati negli 
Isetti. In particolare sono stati valutati i danni testicolari a seguito di un irraggiamento a 20, 40 
e 60 Gy. Dall’analisi al SEM si osserva come la struttura testicolare, come osservato in C. 
hominivorax,  risulta coartata ovvero i testicoli irradiati, dopo 30 giorni dall’esposizione ai 
raggi-X, sono decisamente danneggiati e più piccoli rispetto ai controlli. Questa osservazione 
è ulteriormente supportata dalla misurazione del diametro degli acini che decresce 
progressivamente dal controllo agli irradiati a 20 (dopo 10 giorni), 20, 40 e 60 Gy (dopo 30 
giorni); con differenze significative tra i controlli e tutti i gruppi di irradiati ma non tra i 
diversi dosaggi di radiazioni. Tali osservazioni dimostrano chiaramente che c’è uno stretto 
legame tra il tempo trascorso, dall’irraggiamento, e i danni riscontrabili nei testicoli. L’analisi 
citologica ha mostrato che, dopo 10 giorni dal trattamento, danni al DNA/cromosomi che 
portano ad anomale segregazioni mitotiche e meiotiche e  un elevato numero di  micronuclei, 
presenti negli acini in degenerazione che evidenziano una fase avanzata di necrosi primaria. 
Dopo 30 giorni gli acini sono ulteriormente deteriorati, infatti, non è più visibile il gradiente 
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di maturazione cellulare; non sono individuabili cellule con divisioni meiotiche; sono presenti 
molti micronuclei in quasi tutti gli acini; la necrosi e la vacuolizzazione sono ormai diffuse su 
tutto  il lobo testicolare. A differenza di quanto riscontrato nella mosca C. hominivorax, qui, i 
danni sono individuabili  in tutti i diversi stadi di maturazione degli acini. Nell’analisi 
citologica si osserva anche che la morfologia degli spermi maturi appare inalterata, 
esattamente come negli Insetti, ma vista la particolare struttura del DNA (despiralizzato) degli 
spermi dei Decapodi è ragionevole che ci siano danni a livello del DNA, in quanto essendo 
despiralizzato dovrebbe essere più suscettibile a mutazioni rispetto a un DNA condensato 
(Kurtz et al., 2008).Dai risultati ottenuti, che mostrano una distruzione quasi totale dei 
testicoli degli animali irradiati, si potrebbe pensare che la riduzione del 43% dei nati da 
animali irradiati riportato da Aquiloni et. al. (2009) sia dovuto ad accoppiamenti pregressi 
delle femmine sperimentali, piuttosto che alla capacità dei maschi di produrre il 57% degli 
spermi senza danni. Questa ipotesi potrebbe essere confermata facendo accoppiare i maschi 
irradiati con femmine vergini allevate in laboratorio.  
I risultati confermano che la tecnica degli SMRT induce danni permanenti e impedisce un 
regolare sviluppo dei testicoli, dimostrando di essere una tecnica eccellente per la 
sterilizzazione di P. clarkii. Inoltre, i dati di Sellars e Preston (2005), hanno dimostrato che la 
dose effettivamente assorbita dai gamberi è legata alla loro posizione nel contenitore durante 
il trattamento e varia di ±5 Gy con una dose teorica di 20 Gy. I nostri dati individuano la dose 
di 40 Gy come il migliore compromesso tra i danni causati ai testicoli e i danni all’animale, in 
quanto i maschi irradiati non subiscono alterazioni nel comportamento riproduttivo (Aquiloni, 
comunicazione personale), e questa dose garantisce che anche gli animali in posizione non 
ottimale nel contenitore ricevano una dose sufficiente di radiazioni. La dose superiore di 60 
Gy non evidenzia a 30 giorni danni significativamente maggiori di quella a 40 Gy e potrebbe 
incidere sulla sopravvivenza dell’animale.  
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4. Conclusioni 
 
Attraverso il lavoro oggetto della presente tesi, sono state messe a punto tre nuove tecniche 
per contrastare la diffusione di P. clarkii, specie aliena altamente invasiva e dannosa per gli 
ecosistemi. Lo sviluppo di queste nuove metodologie è particolarmente importante in quanto 
quelle attualmente utilizzate, oltre ad  essere molto costose e ad avere un elevato impatto 
ambientale, non danno risultati soddisfacenti, e di conseguenza il gambero rosso della 
Louisiana continua a diffondersi. Le tecniche individuate (autocidi) da questo progetto sono 
specie-specifiche con impatti minimi sulla flora/fauna presente nell’ambiente di utilizzo.  
La potenzialità delle esche specie-specifiche a feromoni è duplice: minimo impatto sulla flora 
e sulla fauna locali, dovuto solamente al disturbo determinato dalla collocazione delle 
trappole, e una semplificazione della gestione del trappolaggio intensivo, in quanto non è 
necessaria una cernita degli animali presenti nella nassa poiché tali esche catturano 
selettivamente solo esemplari della specie bersaglio. Nonostante non siano presenti riferimenti 
bibliografici, per lo sviluppo di queste esche è stata utilizzata una tecnica di biologia 
molecolare che ha permesso di ottenere una libreria contenente milioni di piccoli peptidi, 
partendo dai tessuti di nefroporo e green gland che sono la sede di produzione dei feromoni 
sessuali nelle femmine mature.  Tali peptidi sono stati selezionati sulle antennule di maschi in 
periodo riproduttivo. La metodologia utilizzata permette di isolare nel medesimo tempo la 
molecola di interesse e l'acido nucleico che la codifica permettendo la produzione in larga 
scala delle molecole di interesse. Contemporaneamente si è messa a punto una matrice di 
alginato che permette di inglobare le molecole attrattive, e che ne favorisce un rilascio 
graduale e prolungato, in acqua, per massimizzarne la capacità attrattiva. Le prove in campo 
hanno confermato la specie-specificità del sistema rispetto alle esche normalmente utilizzate 
che catturano anche specie non bersaglio. La metodologia utilizzata è potenzialmente 
applicabile ad altre specie invasive che producono peptidi attrattivi.  
Il metodo autocida delle esche ormonali per contrastare la diffusione del gambero rosso della 
Louisiana presenta numerosi vantaggi: il rilascio delle esche in bacini infestati, prima della 
stagione riproduttiva, è di facile attuazione, poiché non è necessario personale specializzato; 
l’ormone GIH è specie-specifico, per cui non influisce sul metabolismo delle specie non 
bersaglio e, se da un lato l’assunzione orale non presenta un’elevata efficienza, dall'altro sono 
sufficienti minime dosi circolanti dell’ormone per esplicare la sua attività biologica. Il 
presente lavoro ha permesso la messa a punto, per la prima volta nei Crostacei, di un sistema 
di oral delivery: il metodo della microemulsione che consiste nella produzione di 
nanoparticelle di cHH, in soluzione acquosa, incluse in una goccia lipidica. Il prossimo passo 
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sarà quello di produrre sufficienti quantità di GIH sintetico per l’allestimento delle esche e la 
loro validazione in laboratorio e in campo. Poiché il GIH inibisce la vitellogenesi nelle 
femmine e lo sviluppo dei testicoli nei maschi, le esche rilasciate nei bacini infestati, 
dovrebbero permettere la diminuzione della capacità riproduttiva degli animali. I costi iniziali 
di queste esche potrebbero essere elevati soprattutto per la sintesi di adeguate quantità di 
ormoni ma vanno confrontati con quelli dei metodi tradizionali: il costo di una campagna 
semestrale di Pacifastacus leniusculus in Scozia è costata ad esempio, per 5 mesi, 250.000 
GB£ (S. Peai comunicazione personale in Gherardi et al., 2011). 
L’ultima tecnica sviluppata mira alla sterilizzazione dei maschi di P. clarkii mediante 
irraggiamento; dall’analisi dei danni istologici alle gonadi, risulta evidente che il successo 
riproduttivo è compromesso già a 20 Gy e non si osserva un aumento sensibile dell’effetto a 
dosi crescenti, dopo 30 giorni dal trattamento. Le differenti dosi di irradiazione non 
influiscono sul comportamento riproduttivo dei maschi ed è stata individuata la dose di 40 Gy 
come quella ottimale, in grado di neutralizzare completamente la spermiogenesi. La cosa più 
importante per l’utilizzo degli SMRT, è di individuare il periodo ottimale in cui sottoporre i 
maschi al trattamento che va individuato caso per caso,  perché dipende anche dal contesto 
ambientale in cui vive la popolazione bersaglio. Anche questo metodo, non ha impatti 
sull’ambiente e sulle specie non bersaglio e presenta una gestione molto meno onerosa 
rispetto ai metodi tradizionali. Un altro aspetto fondamentale da considerare, è che questo 
sistema può essere utilizzato contemporaneamente ad altre tecniche tradizionali, come il 
trappolaggio intensivo, marcando gli animali prima del loro rilascio, per riconoscerli in caso 
di cattura e così liberarli nuovamente.  Il trappolaggio è complementare alla SMRT, poiché da 
un lato consente il reperimento degli animali da trattare dall’altro, eliminando i maschi non 
sterili, favorisce l’accoppiamento delle femmine con i maschi trattati. La sterilizzazione e il 
rilascio dei maschi trattati possono essere realizzate in un unico giorno ripetendo tale attività, 
al massimo, con frequenza annuale. Per la corretta applicazione di questa tecnica è necessario 
stimare il numero di maschi sterili da rilasciare, in base alla densità e alla struttura della 
popolazione di partenza, considerando anche le caratteristiche del sito: presenza di 
microhabitat, punti di ingresso/uscita degli animali. I nostri dati indicano che per 
massimizzare l’effetto gli animali vanno catturati e sterilizzati prima della stagione 
riproduttiva, in quanto gli effetti delle radiazioni sono più marcati sugli stadi iniziali della 
spermatogenesi. I costi annui legati a questa tecnica si riducono, quindi, alle operazioni di 
sterilizzazione dei maschi (in dipendenza del numero degli animali trattati e dall’istituto che 
effettua il servizio di irraggiamento) e alle persone necessarie per la giornata di 
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cattura/rilascio dei gamberi.  
Il presente lavoro conferma l’importanza di utilizzare le tecniche innovative proposte insieme 
a quelle tradizionali, anche in maniera complementare, per prevenire e ridurre la diffusione 
delle specie esotiche invasive. 
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Abstract 
In this study the annual reproductive biology of a Procambarus clarkii (Girard, 1852) population living in an atypical habitat with cold 
spring waters is investigated by monitoring Gonado-Somatic and Hepato-Somatic Indexes (GSI and HSI) and by performing cytology on 
ovaries. Despite its known preference for habitats with water temperature from 21 to 30 °C, our results clearly confirm the adaptation of this 
population to the atypical thermal habitat, characterised by an annual mean water temperature value of 13.32 ±0.08 °C. Maximum gonadal 
development was reached in August, with maximum GSI median value of 0.64 (instead of reported values even 10 times higher for other 
populations), and ovigerous females were found in autumn, with mean realized fecundity of 35 ±7 compared to 285–995 reported from other 
habitats. Histological analysis was consistent with other studies and allowed us to follow ovarian development at cytological level. The 
importance of all these results is not to be underestimated: to our knowledge these findings are the first report of the coolest habitat 
successfully colonized by this species at the present time and so they have to be taken as a warning about the possible range expansion of P. 
clarkii also to northern and colder habitats that have few things in common with the native habitat of the species and, up to now, were 
considered “safe” from the invasion of the red swamp crayfish. 
Key words: Procambarus clarkii, biological plasticity, GSI, HSI, reproductive cycle, ovarian development 
 
Introduction 
The red swamp crayfish, Procambarus clarkii 
(Girard, 1852), is a decapod crustacean originating 
in the South-eastern United States and it is 
proved to be an invasive species because “it is an 
agent of change and threatens native biological 
diversity” (IUCN 2014). P. clarkii was brought 
in Europe in the early 70s for aquaculture purposes 
and nowadays it is the most cosmopolitan 
crayfish, being found in all continents except 
Australia and Antarctica (Scalici and Gherardi 
2007). P. clarkii was introduced to north Italy in 
1989 for aquaculture purposes and has been 
present in Friuli Venezia Giulia since 2006, with 
natural populations in almost all water courses 
(De Luise 2009). P. clarkii is an r-selected species 
with a plastic life cycle (Gherardi et al. 2000a; 
Scalici and Gherardi 2007; Chucholl 2011a) that 
allows populations to survive under diverse physical 
and chemical conditions in almost all freshwater 
habitats (i.e. in polluted habitats, in brackish 
water, or in burrows partially outside the water). 
The ecological success of this species is also 
granted by its reproductive biology: in its natural 
range (Louisiana, USA) P. clarkii breeds year 
round, with different recruitment peaks in 
summer, early winter and spring. However, 
several European studies investigating the 
reproductive biology of P. clarkii report 
contrasting results: in southern Spain, P. clarkii 
populations can have up to four recruitment 
periods each year, as in Louisiana and California, 
while in southern Germany P. clarkii populations 
exhibit only one recruitment period from autumn 
to winter (Chucholl 2011a). In Italy, the majority 
of the studies have focussed in central Italy 
(Barbaresi and Gherardi 2000; Dörr et al. 2006; 
L. Peruzza et al. 
 
Gherardi 2006; Scalici and Gherardi 2007; 
Scalici et al. 2010) and Italian populations have a 
reproductive pattern that appears intermediate 
between the Spanish and German populations 
(Chucholl 2011a). 
To date, no study has investigated the 
reproductive biology of P. clarkii in north Italy, 
despite its presence in many watercourses. Analysis 
of freshwater crustacean populations living in 
Friuli Venezia Giulia (FVG, North-East Italy) 
during the Life RARITY Project (LIFE 10 NAT / 
IT / 000239) revealed the presence of P. clarkii 
living in channels with atypical water temperatures, 
near the Brancolo canal (Go, Italy) and inside the 
Brancolo reclamation area. In the light of this 
fact, a sampling site in one river within the 
reclamation area was chosen to investigate the 
population and the reproductive biology of this 
invasive species on yearly scale. The results may 
provide information allowing successful control 
and management of P. clarkii populations and 
can be compared to reproductive patterns in 
other populations. The Gonado-Somatic Index 
(GSI) and the Hepato-Somatic Index (HSI) were 
monitored during a single year and light 
microscopical and ultra-structural cytological 
assessments were performed on female crayfish 
ovaries following the different stages of the 
ovarian development (Kulkarni et al. 1991; Ando 
and Makioka 1998). 
Materials and methods 
Sampling Area 
The selected population inhabited an artificial 
canal inside the “Bonifica del Brancolo” 
(“Brancolo's reclamation area”, 45°46' N, 13°30' 
E, GO, Italy). The first recorded occurrence of P. 
clarkii in the reclamation area “Bonifica del 
Brancolo” was in 2007. P. clarkii was introduced 
through use as live bait by local fishermen (De 
Luise 2009). The studied population is isolated: 
the sampling site is bordered by the Brancolo 
river to the north (which has salty and colder 
waters and where P. clarkii is not present), by 
the Adriatic Sea to the south and east, and by an 
extensive network of drainage canals to the west 
(with same water characteristics as in our site). 
The area is one meter below sea level. Various 
springs can be found on the riverbed of all water 
channels inside the reclamation area which is 
also subjected to tides. For these reasons the area 
comprises artificial canals linked to a series of 
de-watering pumps which remove excess water. 
The de-watering pumps are typically operated 
for 20h/day during the summer, removing water 
at 800 l/sec, but can remove 5400 l/sec during 
heavy rainfall. 
Sampling activity 
Samples were collected over the period of one 
year beginning in March 2013, with a total of 24 
sampling sessions (with the exception of the first 
two months, samples were collected every 15 
days). Sampling was always conducted in the 
same 120-m stretch of the river, using 20 lobster 
pots baited with canned food left in the river bed 
for 48 h. On each occasion, water temperature 
(°C ±0.01) was determined with an outdoor 
thermometer data-logger (Tinytag Aquatic 2 TG-
4100, Gemini Data Loggers, Chichester UK) at 
least 24 hours before specimens were collected. 
The instrument recorded the temperature at the 
riverbed once every 10 minutes. Temperature 
data were used to control trend in the water 
temperature on a monthly scale. 
Salinity measurements (μS/cm ±1) were taken 
on several occasions using a conductivity probe 
Hanna HI 8633 (Hanna instruments, Woonsocket, 
RI). The probe was weighted to ensure salinity 
was measured at the riverbed. For every site, 
measurements were made three times.  
Captured crayfish were counted, sexed and 
their carapax total length (CTL) determined to a 
precision of ±0.1 mm. Pleopodal eggs or offspring 
were counted in ovigerous females to determine 
the realized fecundity of the studied population 
(FR) (Ma et al. 1998). The reproductive stage of 
captured males was determined according to 
Taketomi (Taketomi et al. 1996). Sexually mature 
males were staged E, on the basis of the presence 
of reversed spines on the third and fourth walking 
legs, while sexually immature males were 
collectively staged D (pooling Taketomi's A – D 
stages). The classification used by Taketomi et 
al. (1996) is based solely on secondary sexual 
characteristics (copulatory appendages and third 
and fourth pereiopods) and their relation with 
development of testis and androgenic gland. 
Although no correlation is present between 
Taketomi’s classification and the commonly 
used Form I and Form II classification, only 
Stage E males have the anatomical characteristics 
needed to successfully complete copulation. 
For each sampling date, 14 females with CTL 
between 44 and 70 mm were dissected after 
anaesthetization, and HSI (HSI= hepatopancreas 
wet weight / female  total  wet weight ×100)  and 
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Figure 1. Trend in river bed water 
temperature in Brancolo's channel. Box-
plot of 24h sampling. Bold line represents 
the mean annual water temperature value 
(13.32 ±0.08 °C). Circles beyond 
whiskers are outliers. 
 
GSI (GSI= ovary wet weight / female total wet 
weight *100) were determined and their ovaries 
were fixed for 24 h at room temperature in a 
modified SPAFG fixation solution (Ermak and 
Eakin 1976) (2.5% glutaraldehyde, 0.8% para-
formaldehyde and 7.5% saturated aqueous 
solution of picric acid in 0.1 M phosphate 
buffered saline, pH 7.4, with 1.5% sucrose). 
Samples for optical microscopy were embedded 
in LR-White resin (London Resin Company, UK) 
after dehydration in ethanol (50%, 70%, 95% 
and absolute). Semithin sections (1-2μm) cut on 
a Pabisch TOP Ultra 150 (Pabish, Germany) 
were stained with toluidin blue. Samples used for 
TEM were post-fixed in 1% osmium tetroxide, 
dehydrated in ethanol and embedded via 
propylene oxide in Epon 812-Araldite mixture 
(Electron Microscopy Sciences, USA). Sections 
on 200-300 mesh nickel grids were stained with 
uranyl acetate and lead citrate and viewed under 
a Philips EM 208 TEM (Philips) at 100 kV. 
Data are expressed as data ± SEM. Statistical 
analysis were performed using R software 
version 3.0.1 RC 2014, while histological measures 
on samples were performed using ImageJ software 
(ver. 1.48b) (Schneider et al. 2012). Statistically 
significant differences refer to p-value <0.05. 
Ethical Note 
The experiments comply with the current laws of 
Italy, the country in which they were done. No 
specific permits were required for the studies 
that did not involve endangered or protected 
species. Individuals were maintained in appropriate 
laboratory conditions to guarantee their welfare 
and responsiveness. After the experiments were 
completed, crayfish were sacrificed by hypothermia. 
Results 
Monitoring activity 
Trend in the water temperature over the year on 
the sampling site is shown in Figure 1. Because 
of the cold spring waters, temperatures recorded 
at the riverbed are always low and only a 
relatively small thermal deviation is evident 
across different seasons. Mean values over the 
24 h period range from 8.65 ±0.08 °C to 16.19 
±0.12 °C, around an annual mean value of 13.32 
±0.08 °C. The minimum water temperature value 
of 7.16 °C has been recorded in December 2013. 
During the summer, while mean air temperature 
can reach 27.9 °C (Aeronautica Militare, climatic 
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Figure 2. Abundance of male and female Procambarus clarkii captured during the monitoring activity of the population in Brancolo's 
channel. Distances between adjacent dates on the X-axis are proportional to the number of days between them. 
 
tables http://clima.meteoam.it/AtlanteClimatico/pdf/ 
%28110%29Trieste.pdf), mean water temperature 
remained below 19 °C (with maximum mean water 
temperatures over 24 h periods of 16.17 ±0.08 
°C in November 2013 and maximum water 
temperature of 19.13 °C in June 2013). 
Salinity measurements report oscillations between 
a minimum of 732 μS/cm and a maximum of 
1770 μS/cm, with a mean conductivity of 1128 
±48 μS/cm. Tidal cycle, de-watering pump 
activity, spring water and precipitation are the 
main factors responsible for the difference 
between the conductivity values recorded. 
From March 2013 a total of 24 sampling 
campaigns were done. A total of 3090 animals 
were captured, with an overall sex ratio of 1:1.15 
(F:M). Relative abundance of male and female 
crayfish for every sampling date is showed in 
Figure 2. From June to December captured males 
are always more abundant than females, ultimately 
reaching a maximum sex ratio of 2.85:1 on 5 
September. From January the situation is reversed 
and females reach a maximum sex ratio of 1.55:1 
on 7 March 2014. The shortest animal captured 
is 19.5 mm CTL, and the longest is 77.1 mm 
CTL; mean CTL of males and females are 48.94 
±0.23 mm and 49.89 ±0.23 mm respectively.  
The reproductive stage of captured males is 
shown in Figure 3. Males with a fully developed 
copulatory organ (with CTL ranging from 26.60 
mm to 71.90 mm, mean 50.31 ±0.40 mm) are 
present at maximum abundances during the 
summer period, with their abundance decreasing 
until the following spring.  
GSI and HSI values obtained from females 
during the monitoring activity are shown in 
Figure 4.  
The mean GSI value across the year is 0.38 
±0.02 (bold line, Figure 4A) with a minimum 
value of 0.04 recorded on 19th November 2013, 
and a maximum of 4.24 recorded on 9th April 
2014. The maximum median GSI (0.64) is 
reached during summer, on 7th August. Only 4 
medians out of 24 (from July to September) are 
found above the mean GSI value. Over the same 
period inter-individual variability was high 
(Figure 4A). Pairwise comparisons of GSI 
among dates using Wilcoxon rank sum test with 
Bonferroni's correction (data not presented) 
reveals that GSI on 7th August is statistically 
different from 10 (of 23) other sampling dates. 
GSI on 22nd August and 4th December is 
statistically different from 4 other dates each. 
The mean HSI value across the year is 7.46 
±0.07 (bold line, Figure 4B) with a minimum 
value of 3.56 recorded on 9th April 2014, and a 
maximum value of 10.70 recorded on 7th March 
2014. High inter-individual variability is found 
across all sampling dates. In general, median 
HSI values tend to rise until the beginning of 
June before decreasing during the summer period, 
reaching the minimum median HSI value of 5.67 
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Figure 3. Reproductive stage (according to Taketomi et al. 1996) of captured males. See text for morphological distinction between Stage D 
and Stage E. Distances between adjacent dates on the X-axis are proportional to the number of days between them. 
Figure 4. Box-plot of Gonado-
Somatic (A) and Hepato-
Somatic (B) indexes from 
captured female crayfish 
sampled in Brancolo's channel. 
The bold line represents the 
annual mean GSI and HSI 
(respectively 0.38 ± 0.02 and 
7.46 ± 0.07). Circles beyond 
whiskers are outliers. Distances 
between adjacent dates on the X-
axis are proportional to the 
number of days between them. 
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Figure 5. Optical microscopy images of 
ovaries dissected from females sampled in 
Brancolo's channel. A: Section of 
immature ovary showing some 
Germinaria (arrow).                           
B, C, D, E: Section of different ovaries 
at increasing ovarian development, 
showing the gradual storage of yolk 
granules (arrow) in the oocyte's ooplasm. 
Note the increase in dimensions of these 
granules resulting from merging events. 
F: Section of an ovary after spawning, 
showing a large central portion without 
oocytes with residual post-ovulatory 
follicles in the ovarian lumen. Scale bar: 
500 μm for micrographs B, C, D and E, 
and 250 μm for micrographs A and F. 
 
in October, and then gradually rising again. 
Pairwise comparisons among dates using Wilcoxon 
rank sum test with Bonferroni's correction indicates 
that HSI on 10th October, when the lowest HSI 
values were collected, is statistically different from 
8 other sampling dates.  
From the end of September to the beginning of 
February a total of 30 ovigerous females were 
captured, 13 of them with eggs in different 
developmental stages and 17 of them with 
offspring still attached to the pleopods. The mean 
realized fecundity was 35 ±7 eggs/female. The 
smallest ovigerous female captured was 39.50 
mm CTL, while the largest was 63.30 mm CTL; 
the mean CTL for ovigerous females was 53.29 
±0.99 mm.  
Histological analysis 
Histological analysis has been performed to 
describe the reproductive biology of the species 
in this atypical habitat. Histological specimens 
have been classified according to the classification 
scheme given by Kulkarni (Kulkarni et al. 1991). 
The most immature ovary observed is between 
Stage 3 – Avitellogenic and Stage 4 – Early 
Vitellogenic (Figure 5A). The mean oocyte diameter 
is 196.3 μm ±78.2 (n=9) with a mean nuclear 
diameter of 47.5 μm ±19.3 (n=7). The nucleus is 
centrally located, with a circular shape and usually 
4 nucleoli of 1.9 μm2 ±0.5 (n=30) are present 
immediately beneath the nuclear membrane. The 
ooplasm is homogeneous, without yolk granules. 
A 4.7μm ±1.1 thick layer of flat follicle cells is 
present around the oocyte membrane, creating 
the oogenetic pouch. 
Oocytes in Early Vitellogenic (Kulkarni et al. 
1991) phase exhibit a mean diameter of 232.1 
μm ± 77.3 (n=18) with a nuclear diameter of 
57.2 μm ±17.8 (n=8). Up to five nucleoli are 
present immediately under the nuclear membrane. 
During this phase, in the ooplasm, some small 
yolk granules (maximum diameter < 4 μm) start 
storing in the perinuclear area (Figure 5B). 
Early during secondary vitellogenesis, mean 
oocytes diameter is 361.4 μm ±79.6 (n=12), nuclear 
diameter is 60.2 μm ±17.1 (n=4) and about 6 nucle-
oli are present adjacent to the nuclear membrane. 
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Figure 6. Electron microscopical 
images of the germinative portion in the 
ovary, known as Germinarium. A: 
1100x micrograph showing 3 oogonia 
(O) with a large, euchromatic nucleus 
and several follicular cells (FC) next to 
them. Follicular cells arranged to form 
an oogenetic pouch with an oocyte are 
found outside the Germinarium. B, C: 
2800x micrograph showing 2 oogonia 
at an early stage of development with a 
nucleus (N) which can account for as 
much as 66% of the area of the cell, in 
section. In the ooplasm some small 
mitochondria with shelf-like and 
tubular cristae (m) can be seen. D: 
2200x micrograph of an oogonium at a 
more mature stage with greater ooplasm 
area, in section, and surrounded by 
some follicular cells. 
 
Immediately below the cell membrane small yolk 
granules of 5.9 μm ±1.3 (n=55) are homogeneously 
stored in the ooplasm (Figure 5C).  
During development, oocytes gradually increased 
their size, reaching a mean diameter of 420.6 μm 
±116.8 (n=9); the nuclear mean diameter is 71.0 
μm ±18.7 (n=4) and 4 nucleoli are usually 
present. Oocytes tend to lose their round shape in 
cross sections and appear squarer. In the ooplasm 
yolk granules have increased in number (but not 
their size, 5.3 μm ±1.1, n=55) and are interposed 
between lipid droplets which appear as white 
vesicles (Figure 5D). 
When oogenesis is almost complete, oocytes 
reach a mean diameter of 852.3 μm ±179.4 
(n=5); yolk granules and lipid droplets occupy 
the majority of the cell, with ooplasm reduced to 
a narrow band surrounding the nucleus. In this 
stage of oogenesis, yolk granules have a diameter 
ranging from 17 to 83 μm, due to merging events 
where small numerous granules become a single 
bigger one (Figure 5E).  
In post-ovulatory ovaries, some oocytes at 
various developmental stages are still present in 
the ovary even when empty spaces (left by laid 
oocytes) appear and large zones consisting only 
of ovarian epithelium, follicle cells and hemocytes 
are visible. Follicle cells no longer associated 
with an oocyte appear small and circular and are 
patchily distributed in the ovarian lumen (Figure 
5F). Atretic oocytes, surrounded by follicular 
cells can be found; these auxiliary cells appear 
thicker (up to 20 μm) because of the uptake of 
yolk granules and lipid droplets from apoptotic 
oocyte's ooplasm. 
Ultra-structure of the germinative portion of 
the ovary is shown in Figure 6. This region of 
the ovary is essentially composed by oogonia, 
follicular cells and some previtellogenic oocytes. 
Although still immature, oogonia are always 
surrounded by one or more follicular cells which 
will later expand and create a monolayer of 
epithelial cells, the so-called oogenetic pouch. In 
cross sections oogonia exhibit different forms, 
ranging from polygonal to elliptical; during 
development oogonia increase in dimensions 
(oogonia shown have diameters from 14 to 28 
μm), with a large and circular euchromatic 
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nucleus that account for as much as 66% of the 
area of the cell, in section. The ooplasm appears 
heterogeneous with numerous small mitochondria 
present (mean diameter 474.62 nm ±43.65; n=17). 
In addition, some mitochondria with shelf-like 
and tubular cristae can be seen. Follicular cells 
have an irregular shape that in the majority of 
the cases is elongated, embracing the oocyte. 
Follicular cells have a minimum thickness of 
0.88 μm and a maximum thickness of 4.36 μm in 
the region of the nucleus. The nucleus is hetero-
chromatic and its shape resembles that of the cell. 
Discussion 
Monitoring activity 
While the overall sex ratio of the population is 
1:1, it is interesting that from June to November 
males were always more abundant than females, 
whilst the situation was reversed from December 
to May, splitting the year in two periods where 
one of the sexes is more active than the other. In 
general, males are active during the reproductive 
season (driven by the search for a sexually 
mature female) which lies in the summer, while 
females are more active during winter-spring, as 
they need to feed more to accumulate energy in 
the hepatopancreas. It is noteworthy that there 
was no difficulty in capturing specimens during 
the winter, in contrast to observations made on 
other populations. In fact in north-eastern Italy 
(Vicenza, author’s observations) and as reported 
in one case in central Italy, in rivers or lakes 
with a large seasonal difference in water 
temperature no captures are made during winter 
sampling because crayfish are inhibited by low 
temperatures (Dörr et al. 2006; Dörr and Scalici 
2013). The same inhibitory pattern has been 
found in southern Germany in lentic habitats 
with large thermal variability, with traps 
deployed for up to two weeks during winter 
sampling (Chucholl 2011a; Chucholl 2011b). 
High variability in the size of reproductive 
males is confirmed by our data; the range in CTL 
size of stage E males (from 26.60 to 71.90 mm) 
is almost equal to the range of the entire sampled 
male population (ranging from 19.50 to 75.10 
mm) in our study area. Mature males are therefore 
always present in the habitat, although with 
different percentages across the seasons. The 
constant 100% percentage of stage E males 
during summer indicates that reproduction 
occurs during this season and may extend to the 
end of October (when more than 60% males were 
still in stage E). Similar patterns have been 
reported for southern Germany (Chucholl 2011a), 
but different patterns are reported for central 
Italy (Gherardi et al. 2000b; Scalici and Gherardi 
2007) and for Spain (Anastácio and Marques 
1995): waters are warmer during the spring both 
in central Italy and in Spain than in southern 
Germany or in our study area, allowing southern 
populations to begin their reproductive cycle in 
April,  i.e. 2 to 3  months earlier than in northern 
populations. Moreover, the greater abundance of 
males than females during the summer is 
consistent with the beginning of the reproductive 
period; in fact, sexually mature males are more 
active during the reproductive period because 
they are driven by the search for a mate and they 
can cover long distances (Gherardi and Barbaresi 
2000). On the other side, the continuing presence 
of stage E males during winter may be explained 
by the atypical water characteristics, particularly 
the low degree of thermal variability: in fact, the 
annual mean water temperature is 13.32 ±0.08 
°C with few thermal excursions during the year 
and median temperature is seldom more than 3 
°C far from the mean temperature. In the light of 
this, the presence of P. clarkii in rivers with such 
a thermal regime is quite unusual; indeed many 
researches have underlined that this species has a 
strong preference for temperatures ranging from 
21 °C to 30 °C, with an optimum at 23.5 °C 
(Espina et al. 1993; Bückle Ramírez et al. 1994; 
Huner and Holdich 2002; Lagerspetz and Vainio 
2006). Even the populations studied in Germany 
are found in habitats with lentic waters that can 
reach 20 °C during the summer (Chucholl 2011b; 
Chucholl 2011a). In contrast, the Brancolo 
population never experiences such high water 
temperatures even during summer period, because 
of the continuous input of cold water in the 
channel that restricts warming. Further, there 
was no inhibition of crayfish activity during 
winter (no decrease in number of specimens 
captured with the same catch per unit effort, 
Figure 2) despite winter mean temperatures of 
8.65 °C, 10.81 °C, 8.92 °C and 11.80 °C. 
In our sampling area mean salinity was 1g/L 
and does not appear to be a limiting factor for 
these animals (both in terms of growth and 
reproduction). This is consistent with previous 
reports by Huner and Barr and Meineri et al., 
who reported that reproduction is restricted to 
water less than 5g/L salinity (Huner and Barr 
1991; Meineri et al. 2014). 
Reproductive plasticity of Procambarus clarkii 
The studied population presents low GSI 
values across all the year, with a mean value of 
0.38 ±0.02 (bold line, Figure 4A), while in other 
habitats P. clarkii can reach GSI values of 8 
(Alcorlo et al. 2008) with annual mean values 
near 1 (Chucholl 2011a). In our study area, the 
highest GSI median values have been recorded 
between July and September, reaching a 
maximum median value of 0.64 (7 August). The 
statistically greater GSI in August compared 
with 14 (of 23) other sampling dates indicates 
that maximum gonadal development is reached 
in August in this population, although GSI 
values for mature females remain far below those 
reported in the literature. Indeed, in contrast 
from what reported in literature (Niquette and d’ 
Abramo 1991; Daniels et al. 1994) temperature 
does not appear to be the overriding factor that 
regulates whether or not ovarian development 
proceeds or, in other words, in this population, 
the threshold temperature is lower than for other 
populations reported; in fact, also with mean 
water temperatures between 14 and 17 °C, 
ovarian development is active and ovigerous 
females appear later in September.  
CTL values from ovigerous females ranged 
between 39.50 and 63.30 mm, comprising almost 
half the CTL range of the female population (from 
21.00 to 77.10 mm). Chucholl (2011a) reported a 
narrower CTL range of ovigerous females (from 
44.9 to 56.1 mm) in comparison with the 
population of the present study, where females 
up to 10 mm (CTL) smaller can be reproductive. 
The realized fecundity of 35 ±7 eggs per 
female is extremely low in comparison with the 
reported values of 285 in Germany (Chucholl 
2011a), 313 in Louisiana (Penn Jr 1943), 433 in 
Kenya (Oluoch 1990) and 995 in Spain (Alcorlo 
et al. 2008). It is likely that the atypical low 
temperatures experienced by this population, far 
below from the optimum for the species, stress 
the animals restricting allocation of energy to 
reproduction, resulting in extremely low GSI and 
fecundity values. 
Histological analysis 
Histological analysis was performed to describe 
the reproductive biology of the species in this 
atypical habitat by following ovarian development 
through different stages, across a whole year. 
Classifications for ovarian development of P. 
clarkii are based on ovarian macroscopic 
characteristics (Romaire and Lutz 1989), or on 
histological ones (Kulkarni et al. 1991). 
It is noteworthy that also fully developed 
oocytes (as the one presented in Figure 5E, 
dissected in August) have been always found in 
ovaries with a low GSI (Figure 4A) that in only 
1.86% of total values is above the value of 1.75 
and in none is above 4.2. Observations made 
using both macroscopic and histological 
characteristics confirm the reproductive activity 
of P. clarkii in Brancolo's channel: all ovarian 
stages from the Romaire and Lutz (1989) system 
have been found based on ovary colour and 
aspect, but not on GSI. Indeed, black ovaries 
(fully developed) from our specimens had a GSI 
value ranging from 0.16 to 4.24, instead of the 
reported range of 2.3 to 8. Taken together, these 
observations indicate that the population living 
in Brancolo's channel is able to complete its 
reproductive cycle, but also that females are 
unable to support development of a high number 
of oocytes, yielding the low GSI and fecundity 
values recorded. 
Conclusion 
In conclusion, from the monitoring activity it has 
been shown that the population living in 
Brancolo’s channel has unique biological 
characteristics, being able to complete its life 
cycle at temperatures that, according to other 
studies, should curtail growth (Chucholl 2011a) 
and inhibit reproduction (Niquette and d’ 
Abramo 1991). In fact, abundance data, male 
reproductive stage and histological analysis data 
confirm these conclusions that could be seen 
collectively as the greatest example of biological 
plasticity of this species.  
The importance of all these results is not to be 
underestimated: they have to be taken as a warning 
about the possible range expansion of P. clarkii 
also to northern and colder habitats that have few 
things in common with the native habitat of the 
species and, up to now, were considered “safe” 
from the invasion of the red swamp crayfish. 
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radiazioni ionizzanti costituiscono il metodo più efficace per 
indurre sterilità nei maschi adulti di questa specie garanten-
do, al contempo, i requisiti di sicurezza ambientale. A par-
tire dal 2005, l’unità fiorentina ha condotto una serie di in-
dagini per la messa a punto dei protocolli per la sterilizza-
zione e per la valutazione del danno istologico e compor-
tamentale, nonché per poter confrontare gli effetti prodot-
ti utilizzando dosaggi diversi di radiazioni. Nel 2009, utiliz-
zando una dose irraggiante pari a 20 Gy, sono stati prodot-
ti maschi adulti di P. clarkii con sterilità permanente (ovve-
ro le gonadi non sono in grado di “ripararsi” nella successi-
va stagione riproduttiva) e ridotta del 43%, senza determi-
nare significative alterazioni del comportamento sessuale 
(Aquiloni et al., 2009). Con questo studio, dopo 4 anni di ri-
cerche, sono stati elaborati efficaci protocolli di trattamen-
to e di valutazione del danno dose-dipendente. Studi com-
portamentali sulla scelta sessuale femminile hanno inoltre 
dimostrato una preferenza per maschi dominanti (Aquiloni 
et al., 2008) di grandi dimensioni (Aquiloni & Gherardi, 2008 
a,b), suggerendo quindi i requisiti morfologici dei maschi da 
sottoporre a trattamento irraggiante in modo da favorire la 
loro selezione da parte delle femmine ed aumentare quin-
di le probabilità di successo della SMRT. Più recentemen-
te, il rilascio in natura di maschi con queste caratteristiche 
e trattati con 20 Gy ha determinato una riduzione significa-
tiva delle classi di taglia giovanili nella stagione successiva 
(Cecchinelli et al., 2010), dimostrando la grande potenzia-
lità di questa tecnica per il controllo del gambero invasivo.
oBIETTIVI PER L’IMPLEMENTAZIoNE DELLA 
TECNICA NELL’AMBITo DEL PRoGETTo RARITY
Dato che una femmina che si accoppia con un maschio 
sterile deporrà uova destinate a degenerare, il successo ri-
produttivo di una popolazione sarà tanto più ridotto quan-
to maggiore sarà la probabilità che in natura una femmina 
scelga un maschio sterile come partner e quanto maggio-
1. LA TECNICA DI STERILIZZAZIoNE  
DEI MASChI E RILASCIo IN NATURA  
(STERILE MALE RELEASE TEChNIqUE - SMRT)
Questa tecnica per il controllo di popolazione prevede il ri-
lascio nell’ambiente di maschi sterili ma sessualmente at-
tivi, ovvero in grado di competere con i maschi non tratta-
ti per l’accoppiamento e di mostrare un display comporta-
mentale di tipo selvatico. 
Già utilizzata con successo a partire dagli anni ‘50 per il con-
trollo degli insetti invasivi (Knipling, 1960; Curtis, 1985), que-
sta tecnica presenta un’elevata potenzialità di applicazio-
ne anche per la gestione di popolazioni invasive di crosta-
cei decapodi. La SMRT è infatti sicura sia per l’ambiente, 
poiché agisce solo sulla specie bersaglio senza alterare gli 
equilibri del bioma presente, sia per l’uomo, e soddisfa tutti 
i requisiti indicati in letteratura per una ottimale tecnica di 
controllo compresa l’eticità e l’elevata accettabilità del lar-
go pubblico (Lodge et al., 2006). Da notare poi che il suo uti-
lizzo è compatibile con altre tecniche di controllo, non risul-
ta particolarmente dispendiosa e non richiede tempi lunghi 
di esecuzione. Inoltre, diversamente dalle tecniche di con-
trollo tradizionali, come il trappolaggio intensivo, l’effica-
cia della SMRT aumenta quando la densità degli individui 
è bassa in quanto, dato un certo numero di maschi sterili 
rilasciati, la loro probabilità di accoppiamento con le fem-
mine aumenta al diminuire della dimensione della popola-
zione e, pertanto, risulta l’unica tecnica attualmente appli-
cabile in piccole popolazioni tipiche dei primi stadi di colo-
nizzazione di un nuovo ambiente. 
Lo STATo DELLE CoNoSCENZE SULLA SMRT  
PER IL CoNTRoLLo DI Procambarus clarkii 
La possibilità di applicare questa tecnica per il controllo dei 
Crostacei invasivi è stata recentemente esplorata utilizzan-
do proprio Procambarus clarkii come specie di indagine. Le 
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clarkii e, quindi, di quantificare con buona approssimazione 
l’effetto dell’irraggiamento sulla produzione di spermi. Il La-
boratorio di Biologia Cellulare e Radiobiologia dell’Universi-
tà di Firenze, presso il quale è stata effettuata l’analisi, ha in 
dotazione un citofluorimetro a flusso FACScan Becton Di-
ckinson con un laser ad argon di 15 mWatt di potenza, raf-
freddato ad aria. L’analisi del ciclo è effettuata da una work-
station collegata al citofluorimetro, costituita da un PC Ap-
ple Macintosh Power Mac G4, dotato del sistema operativo 
Mac OSx. L’analisi della distribuzione delle cellule nelle fasi 
del ciclo cellulare è eseguita con il software ModFitTM (Verity 
Software House) che consente di valutare sospensioni in cui 
sono presenti più di due cloni non diploidi. Lo strumento rap-
presenta la distribuzione delle cellule nelle varie fasi del ciclo 
tramite un istogramma di distribuzione di frequenza, ottenu-
to in funzione della fluorescenza emessa e, quindi, del con-
tenuto di DNA. Il grado di ploidia della popolazione esami-
nata si ricava dal confronto con uno standard diploide di ri-
ferimento (nel nostro caso è stato utilizzato il tessuto dell’e-
patopancreas) ed è calcolato come il rapporto tra il canale 
modale di fluorescenza del picco G0/G1 della popolazione in 
esame e quello del picco G0/G1 dello standard di riferimento 
diploide, riportati nelle ascisse del grafico. Il parametro che 
si ottiene è il DNA Index (DI), sulla base del quale si assegna 
il grado di ploidia delle cellule del campione.
L’analisi condotta per ogni trattamento e per il controllo ha 
rilevato una totale assenza di tessuto proliferativo già a 20 
Gy (Fig. 77). Questi risultati confermano quindi la possibilità 
di utilizzare radiazioni ionizzanti per ottenere maschi sterili 
indicando che già a 20 Gy è possibile ottenere un abbatti-
mento completo della proliferazione cellulare. 
e di raccogliere individui con una bassa probabilità di essersi 
accoppiati prima delle osservazioni comportamentali. Dopo 
la marcatura, gli animali di entrambi i sessi sono stati iso-
lati in acquari individuali (dimensioni: 26 x 16 cm; acqua 5 
cm) per eliminare l’esperienza sociale pregressa prima del-
le osservazioni comportamentali (Hemsworth et al., 2007). 
I maschi da sottoporre a trattamento irraggiante sono sta-
ti suddivisi in 4 gruppi sperimentali di 30 individui ciascu-
no, corrispondenti alle tre dosi irraggianti scelte per l’inda-
gine (20-40-60 Gy) e al controllo. L’irraggiamento è stato 
eseguito presso il reparto di radiobiologia dell’ospe dale di 
Careggi (Firenze). Variando i tempi di esposizione è stato 
possibile raggiungere il dosaggio richiesto. I controlli han-
no subito le stesse manipolazioni dei gruppi trattati al fine 
di provocare gli stessi livelli di stress nei 4 gruppi di indagi-
ne e non alterare la quantificazione degli effetti dell’irrag-
giamento. Gli animali sperimentali sono stati nuovamen-
te messi negli acquari di isolamento in attesa delle anali-
si morfometriche e citologiche (UNITS), citofluorimetriche 
(UNIFI) e dei test comportamentali (UNIFI). 
contenuto di DNa in citofluorimetria a flusso
L’applicazione della citofluorimetria all’analisi del contenuto 
di DNA permette di ricavare parametri che si riferiscono alla 
percentuale di cellule nelle varie fasi del ciclo e in particolare 
l’aliquota di cellule in fase di sintesi del DNA, parametri che 
misurano la durata del ciclo cellulare e delle sue fasi e quelli 
che misurano la frazione complessiva di cellule proliferanti, 
la velocità di proliferazione e la perdita cellulare. Questo ti-
po di analisi, utilizzato per la prima volta nei Decapodi, ci ha 
permesso di misurare l’attività proliferativa delle gonadi in P. 
Fig. 77. Citofluorimetria a flusso. Istogramma di frequenza dei valori di fluorescenza rilevati nell’epatopancreas, utilizzato come tessuto 
di riferimento diploide, (a sinistra) e nelle gonadi (a destra) di gamberi irraggiati a 20 Gy.
Fig. 77. Flow cytofluorometry. Frequency histogram showing the fluorescence values measured in the liver and pancreas, analysed as diploid 
reference tissue (left), and in the gonads (right) of crayfish radiated at 20Gy. 
tamento, blocco della femmina, copula e pseudo-copula), 
di cui la copula rappresenta un evento raro. Le attività di di-
sturbo alla copula (3%) e la guardia alle coppie eterosessua-
li (1%) sono meno frequenti. Circa il 40% delle femmine che 
copulano lo fanno con almeno due maschi diversi mentre 
solo il 3% dei maschi riesce a copulare con due femmine. In 
generale, in ogni tipo di interazione si evidenzia un appaia-
mento per taglia, ma le femmine e i maschi che copulano 
più spesso appartengono alle classi di taglia medio-gran-
de (CL>44.74 mm) (Fig. 76). 
La dinamica e la durata delle interazioni varia molto tra le 
reti osservate, ma la taglia rappresenta una caratteristica 
importante per riuscire a conquistare un partner sessuale: 
i maschi di dimensioni maggiori interagiscono di più e ri-
escono ad accoppiarsi con le femmine più grandi (e quin-
di capaci di produrre un maggior numero di uova/piccoli). 
Inoltre, tali maschi risultano dominanti nelle interazioni per 
l’accesso o la difesa della partner e anche nelle azioni di di-
sturbo alla copula. 
la dose di irraggiamento ottimale
Altre indagini sono state condotte per quantificare la steri-
lità raggiunta e le possibili alterazioni comportamentali in-
dotte su maschi di P. clarkii a dosi irraggianti crescenti, se-
guendo i protocolli già sviluppati da Aquiloni et al. (2009) allo 
scopo di individuare il dosaggio in grado di indurre la mag-
giore sterilità senza alterare il comportamento riprodutti-
vo. Gli animali sperimentali (circa 300 tra maschi e femmi-
ne) sono stati pescati prima dell’inizio della stagione ripro-
duttiva. Questa accortezza offre il duplice vantaggio di ir-
raggiare le gonadi degli animali nel momento di maggiore 
radiosensibilità (con cellule in meiosi per la produzione di 
spermi da utilizzare nella imminente stagione riproduttiva) 
re sarà il livello di sterilità raggiunto dal maschio. Per im-
plementare la tecnica sono stati quindi condotti, nell’am-
bito del progetto RARITY, indagini sia (1) per valutare quan-
to la preferenza femminile per i maschi di grandi dimensio-
ni e dominanti (già dimostrata con esperimenti di scelta bi-
naria, Aquiloni & Gherardi, 2008 a,b; Aquiloni et al., 2008) 
fosse espressa anche in un contesto sociale più vicino alla 
situazione naturale e sia (2) per individuare la dose di trat-
tamento più efficace, ovvero quella in grado di garantire la 
maggiore sterilità maschile senza produrre significative al-
terazioni comportamentali. 
INDAGINI PRoPEDEUTIChE ALL’APPLICAZIoNE  
DELLA SMRT IN NATURA
comportamento riproduttivo in un contesto sociale
In un contesto sociale altri fattori, diversi dalla taglia dei 
maschi e legati all’interazione tra gli individui, potrebbero 
influenzare la scelta femminile. È quindi strategico per im-
plementare la SMRT valutare le possibili alterazioni di que-
sta scelta in un contesto il più vicino possibile a quello na-
turale. Dieci gruppi a sex ratio bilanciata con 18 individui di 
tre classi di taglia sono stati osservati interagire durante il 
periodo riproduttivo in arene circolari con densità compa-
rabile a quella di popolazioni naturali (20 ind/m2, Gherardi 
et al., 1999). Tutti i comportamenti e le interazioni sono sta-
ti registrati per 1 ora e quindi visualizzati utilizzando il sof-
tware NetDraw 2.123 (Borgatti, 2002). Le analisi mostrano 
che il 44% dei comportamenti osservati nel contesto socia-
le sono di tipo aggressivo (display di minaccia, tocchi, spin-
te, colpi e blocchi), il 31% sono azioni di fuga e solo il 21% 
sono interazioni di tipo sessuale (tentativo di monta, ribal-
Fig. 76. Reti sociali in due gruppi sperimentali. Ogni nodo indica un individuo maschio (quadrato blu) o femmina (quadrato rosa). La di-
mensione dei quadrati indica la classe di taglia dell’individuo (piccola, media e grande) mentre il diverso spessore delle frecce di collega-
mento tra nodi indica la quantità di interazioni avvenute tra due individui. La copula è rappresentata da una linea tratteggiata tra due in-
dividui. Gli individui che non partecipano alle interazioni sono rappresentati da nodi separati dagli altri in alto a sinistra. 
Fig. 76. social networks in two experimental groups. each node indicates a male (blue square) or female (pink square) individual. The size of 
the squares indicates the size class (small, medium and large) while the thickness of the arrow linking the nodes indicates the amount of inter-
action between two individuals. copulation is represented by a dotted line between two individuals. individuals that do not interact are shown 
as separate nodes in the top left of the diagram.
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Fig. 80. Vista generale al micro-
scopio elettronico a scansione di 
lobi testicolari fratturati lungo il 
piano sagittale mediale di: A – 
controllo; B – animale irradiato 
con 20 Gy; C – 40 Gy; D: - 60 Gy.
Fig. 80. seM general view of the 
medial-sagittal fractures of the 
testicular lobes: a - control; B - an-
imal irradiated with 20 Gy; c - 40 
Gy; D: - 60 Gy. 
Fig. 81. Boxplot dei diametri di 
acini testicolari in sezioni semifini 
di animali di controllo (0_CTRL), 
di animali irradiati con 20 Gy 
dopo 10 giorni dal trattamento 
(20_10d), di animali irradiati con 
20 Gy (20_30d), 40 Gy (40_30d) 
e 60 Gy (60_30d) dopo 30 gior-
ni di trattamento.
Fig. 81. Boxplot of the mean di-
ameters of testicular acini in semi-
thin sections of control animals 
(0_cTrl), of animals irradiated 
with 20 Gy after 10 days from the 
treatment (20_10d), of animals ir-
radiated with 20 Gy (20_30d), 40 
Gy (40_30d) and 60 Gy (60_30d) 
after 30 days of treatment. 
analisi comportamentale e output riproduttivo di ma-
schi irradiati a 20, 40 o 60 Gy
Nessuno dei gruppi sperimentali ha manifestato altera-
zioni della motilità, dell’appetenza e del comportamento 
in seguito al trattamento. Sono state quindi osservate per 
30 minuti 23 coppie di controllo e 18, 22 e 21 per i tratta-
menti 20, 40 e 60 Gy, rispettivamente, registrando i princi-
pali parametri comportamentali di confronto fino alla co-
pula (Aquiloni et al., 2009). Successivamente, il maschio era 
destinato alle analisi istologiche e citofluorimentriche men-
tre la femmina rimaneva nell’acquario fino alla schiusa del-
le uova. Il numero dei piccoli nati da ciascuna coppia è sta-
to utilizzato per quantificare la capacità riproduttiva nei di-
versi gruppi sperimentali. 
Oltre l’80% dei maschi di ogni trattamento, in modo del tut-
to analogo ai controlli, riesce a copulare con la femmina as-
segnata e la durata della copula è simile in tutti i gruppi spe-
rimentali, anche se nel gruppo 60 si nota un lieve –ma non 
significativo- decremento. L’irraggiamento ha determinato 
una significativa riduzione nel numero delle nascite in tut-
ti i trattamenti che aumenta al crescere della dose di trat-
tamento: meno 50% di nuovi nati a 20 Gy, meno 57% a 40 
Gy, fino a meno 67% a 60 Gy (Fig. 78).
analisi morfometrica e citologica del danno testicolare
Gamberi irradiati sono stati sacrificati dopo 10 e 30 gior-
ni dall’irraggiamento per valutare il danno a livello istolo-
gico. I testicoli sono stati disecati, fissati, disidratati e in-
clusi in resina epossidica. Sezioni semifini sono state co-
lorate con blu di toluidina e osservate con un microscopio 
Olympus Bx50. Per l’analisi ultrstrutturale le sezioni sono 
state contrastate con citrato di piombo e acetato di urani-
Fig. 78. Numero nati in coppie 
con maschio appartenente ai di-
versi gruppi sperimentali. 
Fig. 78. Number of births to pairs 
with males from the different ex-
perimental groups.
Fig. 79. Testicolo di P. clarkii. Struttura del testicolo trilobato a fre-
sco colorato con blu di toluidina. L’emergenza del vaso deferente 
destro è indicata con la freccia.
Fig. 79. Testis of P. clarkii. structure of the trilobated testis stained 
with toluidine blue. The emergence of the right vas deferens is indi-
cated by the arrow. 
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a 20 Gy aveva determinato una riduzione del numero delle 
nascite pari al 43%, notiamo che lo stesso trattamento ha 
prodotto un maggiore effetto sulle gonadi raggiungendo il 
50% di sterilità. A parità di dosaggio esiste quindi una gran-
de variabilità nella risposta alle radiazioni a cui concorrono 
numerosi altri fattori ambientali e individuali, primo tra tut-
ti lo stadio di maturazione delle gonadi. Piuttosto che utiliz-
zare dosi più elevate di trattamento, sarebbe quindi oppor-
tuno trattare gli animali quando le gonadi sono in stadi pre-
coci della spermatogenesi (spermatociti e spermatogoni), 
fase che deve essere individuata caso per caso perché di-
pendente dal contesto ambientale della popolazione target.
Nonostante il livello di sterilità indotto ad un certo dosag-
gio possa presentare un certo range di variabilità, la SMRT 
costituisce, ad oggi, la tecnica di controllo del gambero in-
vasivo meno impegnativa dal punto di vista economico e 
samente vacuolizzato con fagosomi contenenti corpi apop-
totici derivanti da cellule germinali e altre cellule di suppor-
to morte a seguito dell’irraggiamento (Fig. 84).
Prospettive e conclusioni sull’applicabilità  
della tecnica smrT
Dall’analisi dell’output riproduttivo e dei danni istologici ri-
portati alle gonadi è evidente come la capacità riprodutti-
va sia compromessa già a 20 Gy senza un incremento sen-
sibile dell’effetto a dosi crescenti. L’analisi comportamen-
tale mostra la possibilità di aumentare la dose irraggiante 
per l’applicazione in campo fino a 40 Gy (ovvero fino a una 
dose doppia rispetto a quella precedentemente utilizzata 
su popolazioni naturali; Cecchinelli et al., 2010), senza in-
correre nel rischio di alterazioni comportamentali. Dal con-
fronto dei dati di Aquiloni et al. (2009) in cui il trattamento 
Fig. 83. A-F (a sinistra) Sezioni semifini (1μm – blu di toluidina) di acini testicolari di un animale di controllo a vari stadi di maturazione. 
Nel lume degli acini sono presenti spermatociti I (A e B), spermatociti II, spermatidi (D e E) e spermatozoi maturi (F). Alcune cellule di Ser-
toli sono evidenziate con la freccia. A-F (a destra). Sezioni semifini (1μm – blu di toluidina) di acini testicolari di un animale irradiato con 
20 Gy. Sono visibili cellule di Sertoli con micronuclei (frecce - in necrosi) e le cellule germinali con divisioni meiotiche anomale (punte di 
freccia) e cromosomi addensati (asterischi). Barra di calibrazione = 20 μm.
Fig. 83. a-F (left plate) semithin sections (1 µm - toluidine blue) of testicular acini of a control animal at various stages of maturation. in the 
acinar lumen are present: spermatocytes i (a and B), spermatocytes ii, spermatids (D and e) and mature sperm (F). some sertoli cells nuclei 
are indicated by the arrow. a-F (right plate). semithin sections (1 µm - toluidine blue) of testicular acini of an animal irradiated with 20 Gy. ser-
toli cells with micronuclei (arrows - necrosis) and germ cells with abnormal meiotic divisions (arrowheads) and thickened chromosomes (aster-
isks) are evident. calibration bar = 20 µm. 
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83 (a sinistra) e che ricalcano quanto già descritto in lette-
ratura per altri Decapodi (Erkan et al., 2009a; Erkan et al., 
2009b; Rotllant et al., 2012; Word e Hobbs, 1958). Gli acini 
di animali di controllo sono delimitati da una lamina basa-
le e al loro interno presentano cellule di supporto (del Ser-
toli) e cellule germinali a vari stadi di maturazione: spema-
tociti I (A e B), spermatociti II (C), spermatidi precoci e ma-
turi (D ed E) e spermatozoi (F) (Fig. 83, a sinistra).
Gli acini testicolari di animali irradiati con 20 Gy dopo 10 
giorni dal trattamento presentano un gradiente di matu-
razione meno chiaro e molti acini contenenti cellule germi-
nali e di supporto fortemente vacuolizzate con quadri evi-
denti di morte cellulare programmata (apoptosi) (Fig. 83, a 
destra; A, B e C). All’interno degli acini sono presenti cellu-
le germinali con cromatina addensata insieme a quadri che 
evidenziano divisioni meiotiche anomale, in quanto i cromo-
somi rimangono “intrappolati” nel fuso meiotico (Fig. 83 a 
destra; D, E e F). Dopo 30 giorni dall’irraggiamento, a tut-
te le dosi, la necrosi delle cellule germinali e di supporto è 
diffusa lungo tutto il lobo testicolare. Non è più possibile 
apprezzare la spermatogenesi perché gli acini contengono 
solo cellule con quadri di apoptosi degenerativa quali: con-
densazione citoplasmatica, indentazione nucleare con gem-
mazione, condensazione della cromatina e periferizzazione, 
nuclei picnotici frammentati intensamente colorabili e corpi 
apoptotici. L’analisi ultrastrutturale evidenzia un lamina ba-
sale fortemente convoluta intorno all’acino residuale indice 
della coartazione di questa unità funzionale della spermato-
genesi a seguito della morte cellulare al suo interno. All’in-
terno dell’acino sono evidenziabili solo alcuni nuclei di cel-
lule vitali di supporto che presentano un citoplasma este-
le e osservate con un microscopio Philips TEM 208. Per la 
microscopia elettronica a scansione, i campioni sono stati 
disidratati al punto critico, metallizzati con oro e osserva-
ti con un microscopio Leica Stereoscan 430i. Il testicolo di 
P. clarkii è impari e trilobato, con 2 lobi cefalici e 1 cauda-
le, i cui tubuli collettori si uniscono alla base in un peducolo 
tripartito da cui emergono i vasi deferenti (Word e Hobbs, 
1958). Il vaso deferente destro è ben sviluppato mentre il 
sinistro si presenta molto più sottile e atrofico (Fig. 79). La 
struttura di ogni singolo lobulo si presenta acinare e asso-
miglia ad un grappolo d’uva dove i chicchi rappresentano 
gli acini e il graspo rappresenta i protubuli (distali) e i tubuli 
collettori (prossimali). L’analisi al microscopio elettronico a 
scansione ha evidenziato che la grandezza dei testicoli de-
gli animali irradiati alle 3 dosi è minore rispetto agli anima-
li di controllo. Inoltre fratture di lobi testicolari lungo il pia-
no sagittale mediale evidenziano una perdita dell’organiz-
zazione acinare del testicolo. Negli animali di controllo gli 
acini sono ben distinguibili e di dimensioni maggiori rispet-
to a quelli dei lobi testicolari degli animali irradiati in cui si 
presentano più piccoli, compatti, collassati e fusi tra di loro 
a causa dei fenomeni di necrosi e di rimaneggiamento cel-
lulare indotti dalle radiazioni (Fig. 80).
Per ogni gruppo (di controllo, 20 Gy 10 giorni dopo l’irrag-
giamento, 20 Gy, 40 Gy e 60 Gy 30 giorni dopo l’irraggia-
mento) sono stati misurati i diametri maggiori e minori di 
250 acini in sezioni semifini di lobi testicolari di 5 animali 
per gruppo. È stato poi calcolato il diametro medio e i da-
ti sono stati confrontati con metodi statistici. L’analisi ha 
evidenziato differenze altamente significative tra gli acini 
degli animali di controllo non irradiati e quelli provenienti 
da animali irradiati (Kruskal-Wallis, p <2.2e-16). In partico-
lare i confronti a coppie evidenziano che gli acini testicolari 
di animali irradiati con 20 Gy dopo 10 giorni (diametro me-
dio di 100.9±2.6 μm) si presentano già significativamente 
più piccoli di quelli degli animali di controllo (diametro me-
dio di 135.9±4.6 μm) e dopo 30 giorni, a tutte le dosi (dia-
metri medi: 20 Gy 53.2±1.5 μm, 40 Gy 49.9±1.4 μm, 60 Gy 
52.0±1.3 μm), gli acini sono significativamente ancora più 
piccoli degli acini degli animali irradiati da 10 giorni. Non 
esiste invece differenza significativa tra le dimensioni me-
die degli acini testicolari alle 3 dosi di raggi x dopo 30 gior-
ni dal trattamento (Fig. 81).
Per indagare con maggior dettaglio i danni a livello della 
spermatogenesi sono stati allestiti preparati per microsco-
pia ottica ed elettronica. In un lobo testicolare di un anima-
le di controllo in sezione sagittale si evidenzia una matura-
zione graduale degli acini a partire dalla zona distale germi-
nativa (ZG), con progressivo aumento del diametro, a quella 
prossimale contenente il peduncolo testicolare formato dal 
raggruppamento dei dotti collettori (CT), in cui gli acini ma-
turi versano gli spermatozoi neoformati (Fig. 82).
Ad ingrandimenti maggiori si possono osservare tutti gli 
stadi della spermatogenesi che vengono illustrati nella Fig. 
Fig. 82. Sezione semifine (1μm – blu di toluidina) sagittale media-
le di un lobo testicolare di un animale di controllo.
Fig. 82. sagittal medial semithin section (1 µm - toluidine blue) of 
a testicular of a testis of a control animal. 
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ziamento embrionale, sulle cure parentali, sul rilevamen-
to di segnali d’allarme e di predatori per la difesa del grup-
po (Hazlett, 1990, 1994; Willman et al., 1994; Keller e Moo-
re, 1999; Schneider e Moore, 2000), sulla determinazione dei 
confini del territorio, sulla struttura sociale (Schneider et al., 
2001; Bergman et al., 2003), sull’acquisizione di cibo e l’orien-
tamento (Kraus-Epley e Moore, 2002). Un particolare tipo di 
feromone, chiamato “feromone sessuale”, è utilizzato dalle 
femmine sessualmente mature per attrarre i maschi (Steb-
bing et al., 2003a; b) tanto che essi, stimolati da queste so-
stanze, mostrano moduli comportamentali riproduttivi an-
che in assenza della femmina (Gleeson et al., 1987). Queste 
sostanze vengono rilasciate con l’urina e vengono prodot-
te nelle ghiandole a rosetta associate alla vescica urinaria 
che sbocca all’esterno mediante i 2 nefropori alla base del-
le seconde antenne (Fig. 85) (Ryan, 1966; Ameyaw-Akumfi 
e Hazlett, 1975; Gleeson, 1980, 1982; Seifert, 1982; Tierney 
et al., 1984; Atema, 1986; Schneider e Moore, 2000; Harde-
ge et al., 2002; Kamio et al., 2002; Stebbing et al., 2003a; b).
Si è osservato che i maschi sono ugualmente attratti sia 
da femmine sessualmente mature, sia da elementi estra-
nei trattati con l’urina delle stesse femmine, come spugne, 
pietre, e persino altri maschi (Ekerholm e Hallberg, 2005). 
La specie-specificità delle esche feromonali permettereb-
be di catturare selettivamente giovani maschi di P. clarkii 
con numerose stagioni riproduttive ancora davanti (Steb-
bing et al., 2003a; b; Aquiloni e Gherardi, 2010). Inoltre i me-
todi di controllo dovrebbero essere: accettabili da un punto 
di vista sociale, culturale ed etico; efficienti; non inquinanti; 
non dovrebbero avere effetti sulla flora/fauna locale e sul-
la salute e sul benessere degli uomini, degli animali dome-
Fig. 87. Preparazione delle antennule per la selezione.
Fig. 87. antennula preparation for the selection. 
Fig. 86. Schema della costruzione della libreria di feromoni sessuali di P. clarkii.
Fig. 86. Main steps for the P. clarkii sexual pheromones library construction. 
gestionale: sterilizzazione e rilascio dei maschi trattati pos-
sono essere realizzate in un unico giorno con frequenza, al 
massimo, annuale e, da un punto di vista economico, il co-
sto è decisamente inferiore rispetto a quanto necessario 
per un trappolaggio intensivo. 
2. ESChE FERoMoNALI
I feromoni, sostanze molto piccole presenti in determinati flu-
idi biologici (Hardege et al., 2002; Kamio et al., 2002; Zhang 
et al., 2010), agiscono su tutte le principali funzioni degli or-
ganismi: sulla riproduzione, per il riconoscimento della spe-
cie e del sesso, per il richiamo degli individui maturi e per la 
sincronizzazione riproduttiva (Atema et al., 1988; Dunham e 
Oh, 1992; Bushmann e Atema, 1994, 1997; Stebbing et al., 
2003a; b; Belanger e Moore, 2006; Corkum e Belanger, 2007), 
sullo sviluppo per l’accelerazione della crescita e il differen-
Fig. 85. Foto dei nefropori di P. clarkii.
Fig. 85. P. clarkii’s nephropores picture.
Fig. 84. Ultrastruttura di acini testicolari coartati dopo irradiamen-
to con 60 Gy. Sezione fine (120nm – citrato di piombio, acetato 
di uranile). Barra di calibrazione = 10 μm. Cellule di supporto vita-
li con aspetto macrofagico presentano un citoplasma completa-
mente occupato da quadri di fagocitosi di corpi apoptotici (resi-
dui di cellule germinali e altre cellule di supporto).
Fig. 84. Ultrastructure of coarctated acini after irradiation with 60 
Gy (thin section, 120nm – lead citrate, uranyl acetate). calibration 
bar = 10 µm. Viable macrophage-like supporting cells are filled by 
phagosomes with apoptotic bodies (residual germ cells and other 
supporting cells).
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ha impedito un’analisi statistica dei dati. Nel secondo espe-
rimento il numero degli animali catturati con le 30 nasse è 
risultato ancora inferiore (38 in totale).
Prospettive e conclusioni sull’applicabilità  
dei feromoni sessuali
Le potenzialità di esche specie-specifiche per maschi matu-
ri in stagione riproduttiva sono duplici (1): impatto minimo 
sulla flora/fauna locale dovuto esclusivamente al disturbo 
della collocazione delle trappole (2) e gestione del trappo-
laggio intensivo molto semplificata perché non viene richie-
sta la cernita degli animali presenti in nassa, fondamentale 
invece con le esche trofiche. Le analisi e le osservazioni com-
portamentali hanno evidenziato che il pool L sembra esse-
re l’unico in grado di aumentare sia l’attività di locomozione 
degli animali sia i movimenti antennali e, insieme ai pool K 
e F, di produrre un comportamento di ricerca stereotipato 
in prossimità della sorgente di rilascio dello stimolo. Tutta-
via, queste putative sostanze feromonali sembrano diffon-
dere prevalentemente sulla superficie dell’acqua: occorro-
no infatti in media 4-5 minuti in un acquario di 5.5 L di ac-
qua affinché l’animale percepisca qualcosa sulla superficie 
mentre una parte del segnale chimico rimane concentrato 
in prossimità della zona di rilascio attaccandosi alle pare-
ti della vasca. Questo comportamento chimico sembra ti-
allestimento di esche feromonali e prova in campo
Visti i risultati del saggio biologico si è deciso di allestire 
esche di alginato contenenti i fagi della selezione n. 9 (cor-
rispondente alla L nei test di Bioassay sopra descritti) per 
testare la loro capacità attrattiva sul campo. Individuate le 
molecole attrattive è infatti necessario inserirle in una ma-
trice di gel che ne permetta un rilascio graduale per diverse 
ore in acqua al fine di massimizzare le catture. Si è deciso 
di usare una matrice di alginato per la sua particolare pro-
prietà di gelificare in presenza di cloruro di calcio (Smidsrød 
e Skjåk-Braek, 1990). L’alginato risulta molto versatile co-
me sostanza per l’immobilizzazione di tutti i materiali bio-
logicamente attivi, come proteine, acidi nucleici, cellule ed 
altro, permettendone la protezione e un rilascio controlla-
to (Smidsrød e Skjåk-Braek, 1990). In collaborazione con 
l’ETP sono state allestite 2 prove di cattura presso un pic-
colo corso d’acqua (Villutta, Pordenone) mediante 30 nas-
se, poste a una distanza di 10 m l’una dall’altra seguendo 
la direzione della corrente. Le prime 10 senza esca, le suc-
cessive 10 con le esche feromonali e le ultime 10 contenen-
ti l’esca usata per i monitoraggi (scatoletta di cibo per gatti 
forata). La prima prova ha evidenziato che le nasse conte-
nenti le esche feromonali hanno permesso la cattura di 20 
esemplari di P. clarkii con un rapporto maschi/femmine di 
3/1, ma il basso numero di animali catturati (62 in totale) 
Fig. 88. Box plot relativi al tempo netto speso in locomozione orientata (a) e in movimenti antennali (b) in seguito alla somministrazione 
del trattamento. Il confronto tra trattamenti (N=24 per pool) è stato analizzato con il Friedman test seguito da un pairwise Wilcoxon test. 
Uno e due asterischi denotano una differenza significativa dal controllo di P<0.01 e P<0.001, rispettivamente. 
Fig. 88. Box plot of the net time spent in orientated locomotion (a) and in antennae movement (b) following administration of the treatment. 
The comparison between treatments (N=24 per pool) was analysed using the Friedman test followed by a pairwise Wilcoxon test. One or two 
asterisks denote a significant difference from the control group of P<0.01 and P<0.001, respectively.
laborazione con UNIFI sono stati allestiti dei saggi compor-
tamentali per valutare la capacità attrattiva dei pool fagici 
su maschi di P. clarkii in periodo recettivo. 
bioassay per la selezione della libreria  
di espressione in phage-display
Il bioassay consisteva in osservazioni del comportamento in 
due fasi successive di 25 maschi sessualmente riproduttivi: 
(1) una fase di controllo in cui 20 mL di soluzione fisiologica 
erano rilasciati per mezzo di una siringa sterile nell’acqua nel 
lato opposto dell’acquario rispetto a quello occupato dalla 
tana e (2) una fase sperimentale in cui erano somministra-
ti, con la stessa modalità della fase di controllo, 20 mL di so-
luzione di trattamento (fisiologica con uno dei 24 pool fagi-
ci). Nei test di controllo anche durante la seconda fase veni-
va somministrata la sola soluzione fisiologica. Il comporta-
mento era osservato in ciascuna delle due fasi per tre minu-
ti (tempo sufficiente nei gamberi a mostrare eventuali alte-
razioni del comportamento in risposta ad uno stimolo; ve-
di Acquistapace et al., 2002) a partire dalla prima reazione 
dell’animale test. Il tempo intercorso tra il rilascio della solu-
zione e la prima reazione dell’animale è stato registrato co-
me tempo di latenza. Successivamente è stata calcolata la 
differenza tra la durata dei parametri registrati tra fase spe-
rimentale e di controllo ed il tempo netto ottenuto è stato 
analizzato con appropriati test statistici. 
Il tempo medio di latenza è 245 sec (range da 120 a 475), 
indipendentemente dal pool fagico somministrato. Gene-
ralmente la somministrazione della soluzione determina un 
complessivo incremento dell’attività di locomozione senza 
però rilevare differenze significative con il controllo ad ecce-
zione che nel pool L in cui aumenta sensibilmente (Fig. 88a). 
Come per la locomozione, anche i movimenti antennali au-
mentano significativamente solo in seguito alla sommini-
strazione del pool L (Fig. 88b). 
Nessuna alterazione comportamentale, tipo apatia o ano-
ressia, è stata osservata per l’intera durata dei test né vi 
sono stati decessi tra gli animali sperimentali. Gli anima-
li, quando erano prossimi alla zona di rilascio dello stimo-
lo, muovevano le antenne prevalentemente sulla superfi-
cie dell’acqua descrivendo ampi settori circolari e batteva-
no ritmicamente le antennule. Spesso questo movimento 
era accompagnato dal sollevamento dell’animale lungo le 
pareti dell’acquario e da un veloce movimento dei massilli-
pedi e dei chelipedi spingendo l’acqua verso la bocca. Que-
ste azioni erano compiute in modo stereotipato negli ani-
mali e sono state manifestate con buona frequenza solo in 
alcuni trattamenti: in L nel 77% dei casi (10 su 13 animali 
reattivi), in K nel 50% dei casi (3 su 6 reattivi) e in F nel 40% 
dei casi (2 su 5 reattivi).
stici e delle coltivazioni” (Stebbing et al., 2003a; b). Il siste-
ma di esche specie-specifiche a feromoni rispetta tutte le 
condizioni succitate.
creazione di una libreria di espressione in phage-display
Per isolare, produrre e caratterizzare le molecole attrattive 
prodotte e rilasciate dalle femmine sessualmente matu-
re di P. clarkii si è usata una tecnica denominata libreria di 
espressione in phage-display. Per la creazione della libreria 
(Fig. 86) è stato estratto RNA totale da tessuti (ghiandole a 
rosetta associate alla ghiandola verde) disecati a partire da 
femmine di P. clarkii in periodo riproduttivo (testate attraver-
so esperimenti comportamentali dall’Università di Firenze).
L’RNA messaggero purificato dall’RNA totale è stato fram-
mentato al calore, al fine di ottenere frammenti in grado 
di codificare piccoli peptidi (250-500 bp). I frammenti co-
sì ottenuti sono stati retrotrascritti, amplificati e successi-
vamente clonati in accordo con il sistema di clonaggio pro-
posto dal metodo gateway. È stata ottenuta una libreria di 
1.6x107 cloni. La qualità della libreria, verificata attraverso il 
sequenziamento, ha consentito di procedere con le selezio-
ni delle molecole più reattive. Le selezioni sono state ese-
guite mediante interazione su antennule, sede dei recet-
tori per i feromoni sessuali (Carr et al., 1987), di esemplari 
maschi di P. clarkii in fase riproduttiva ovvero con morfoti-
po F1 e stadio E. Nei Crostacei Decapodi le antennule so-
no l’organo chemosensoriale che ha un ruolo chiave nella 
ricerca di cibo, nel comportamento legato all’accoppiamen-
to e nelle interazioni sociali. L’antennula bifida è composta 
da un flagello mediale e da uno laterale (Monteclaro et al., 
2010). Il flagello laterale viene usato per la ricerca di cibo 
(Atema et al., 1988; Laverack, 1988; Giri and Dunham, 1999; 
Steullet et al., 2001, 2002), per captare i feromoni sessuali 
(Ameyaw-Akumfi and Hazlett, 1975; Gleeson, 1982; Kamio 
et al., 2005) e le molecole di comunicazione sociale, media 
la percezione degli odori (Giri e Dunham, 1999) e la discri-
minazione del sesso (Ameyaw-Akumfi e Hazlett, 1975; Dun-
ham e Oh, 1992). 
Per ogni selezione sono stati utilizzati 3 esemplari maschi, 
anestetizzati in ghiaccio. Ad ogni esemplare è stata prele-
vata l’antennula destra tagliata alla base. Le antennule co-
sì ottenute sono state inserite in un immunotubo e fissate 
alla base con paraffina (Fig. 87).
La libreria ottenuta è una collezione di milioni di fagi (virus 
che infettano i batteri) ognuno dei quali esprime un pepti-
de (feromone putativo) diverso. I fagi possono essere se-
lezionati attraverso il loro legame specifico con i recettori 
presenti sulle antennule. Alla fine della selezione, la libreria 
risulta composta (arricchita) da una frazione di fagi che si 
legano ai recettori. Sono state allestite 24 selezioni di cui 
22 su antennule, 1 su zampa e 1 su antenna, queste ultime 
considerate come controlli negativi. Le librerie seleziona-
te sono state raccolte e utilizzate per la produzione di fagi 
specifici che sono stati poi quantificati e liofilizzati. In col-
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ri di GSI più elevati (1/3 degli animali con GSI >1.25) e con 
una tendenza alla significatività nel confronto con i GSI del 
gruppo iniettato con tampone sterile (p=0.10).
Mediante l’utilizzo di metodiche PCR Real Time quantitati-
ve, abbiamo valutato i livelli di espressione delle vitelloge-
nine di P. clarkii. Queste proteine vengono prodotte nell’e-
il GIH, presentavano un valore medio di indice gonado-so-
matico (GSI) raddoppiato rispetto ai valori del GSI sia del 
gruppo di controllo che degli animali ablati (Fig. 90). Nono-
stante l’analisi statistica non abbia evidenziato differenze 
significative tra i GSI dei diversi gruppi a fine trattamento 
rispetto ai valori iniziali, il gruppo trattato presentava valo-
Fig. 89. Allineamento delle sequenze proteiche dei GIH caratterizzati in organismi appartenenti all’ordine Decapoda. Sono presenti inol-
tre gli identificativi di GenBank per poter risalire alla sequenza del trascritto.
Fig. 89. alignment of protein sequences of GiHs characterized in organisms belonging to the order Decapoda. The GenBank iDs are shown. 
Fig. 90. Indici Gonado- ed Epato-somatici risocntrati nei gruppi sperimentali. ESA: gruppo epeduncolato; RNAi: gruppo iniettato con dop-
pio filamento GIH; S: gruppo di controllo; T0: gruppo valutato all’inizio dell’esperimento.
Fig. 90. Gonado- and Hepato-somatic indexes in the experimental groups. esa eyestalk-ablated animals; rNai: animals injected with dsGiH; 
s: control animals; T0: animals at the beginning of the experiment.
tico e questo permetterebbe di contenere i costi di produ-
zione delle esche. Per poter completare l’informazione nu-
cleotidica del trascritto sono state applicate metodiche di 
biologia molecolare che permettono di ricostruire la parte 
di trascritto mancante e di ottenerne la sequenza comple-
ta. In Fig. 89 sono riportati gli allineamenti delle sequenze 
proteiche dei GIH riportati in letteratura con il GIH carat-
terizzato in P. clarkii. È in corso la sintesi chimica in fase so-
lida del peptide per procedere alla somministrazione del 
GIH per testarne l’attività biologica in saggi omospecifici.
Dimostrazione del ruolo dell’ormone gonado-inibitorio 
in P. clarkii mediante interferenza dell’rNa
La metodica di silenziamento di un singolo gene prende 
il nome di interferenza dell’RNA ed ha rivoluzionato i test 
funzionali per i geni di recente scoperta (Dorsett e Tuschi, 
2004) applicati su un certo numero di specie di Decapodi 
(Ventura et al., 2012; Shechter et al., 2008; Meja-Ruiz et al., 
2011; Pamuru et al., 2012). Tale tecnica, si basa su un mec-
canismo presente in tutti gli organismi viventi, mediante il 
quale l’espressione genica viene regolata o repressa gra-
zie all’attività di un complesso denominato RISC. Questo 
complesso multiproteico è in grado di legare alla propria 
regione proteica un filamento di RNA (detto guida) e di ri-
cercare all’interno della cellula il filamento complementare 
che viene successivamente degradato. Per validare il ruo-
lo inibitorio del GIH sulle gonadi di P. clarkii abbiamo pro-
ceduto al silenziamento di questo ormone mediante l’inie-
zione di RNA a doppio filamento (dsRNA) codificante per 
una porzione del GIH. 
Questa metodica offre il vantaggio di poter osservare in vi-
vo gli effetti del silenziamento di uno specifico trascritto, 
all’interno di un determinato arco temporale, senza dover 
sacrificare l’animale e ripristinando poi al termine delle inie-
zioni la situazione fisiologica iniziale. Al contempo è possi-
bile valutare l’espressione genica di molecole direttamen-
te o indirettamente associate al GIH, al fine di poter stu-
diare anche i pattern molecolari coinvolti nella regolazio-
ne e nell’attività di questo neuropeptide. Abbiamo sotto-
posto gli animali ad un esperimento di 14 giorni con inie-
zioni a giorni alterni. I gruppi sperimentali erano costituiti 
da: un gruppo di controllo (S) che è stato iniettato con una 
soluzione fisiologica compatibile con l’osmolarità dell’e-
molinfa dei gamberi, un secondo gruppo è stato epedun-
colato bilateralmente per eliminare la fonte endogena di 
GIH (ESA) e un terzo gruppo è stato iniettato con 20 μg di 
RNA a doppio filamento di GIH (RNAi). Inoltre, una decina 
di animali è stata sacrificata all’inizio dell’esperimento per 
valutare lo stadio di maturità (T0). Al termine dell’esperi-
mento sono stati analizzati gli indici gonado- (GSI) ed epa-
to-somatici (HSI) dei diversi gruppi, ovvero si sono pesati 
gli ovari o l’epatopancreas e il peso è stato rapportato al-
la massa totale dell’animale. Dopo il trattamento gli ani-
mali iniettati con RNA a doppio filamento, codificante per 
pico di una molecola idrofobica e, da un punto di vista eco-
evolutivo, potrebbe svolgere la funzione di un feromone di 
contatto utile per il riconoscimento del sesso di un conspe-
cifico a breve distanza ma non applicabile come attrattivo 
su lunghe distanze. A conferma di questa ipotesi i risultati 
raccolti in campo non evidenziano una attività feromonale 
in grado di attrarre maschi nelle trappole in modo signifi-
cativo. Ulteriori approfondimenti sono necessari per valu-
tare l’applicabilità di queste sostanze per il controllo di po-
polazioni naturali ma la tecnica qui utilizzata per la loro in-
dividuazione costituisce senza dubbio una svolta significa-
tiva nelle ricerche del settore. 
3. ESChE oRMoNALI CoNTENENTI  
L’oRMoNE GoNADo-INIBIToRIo
Con i risparmi di spesa ottenuti dalle 2 precedenti tecniche 
si è proceduto alla messa a punto di una tecnica (non previ-
sta nel piano del progetto) che, se sviluppata, presenta tutti 
i requisiti per poter divenire un metodo innovativo di eradi-
cazione per le specie invasive di Crostacei. La tecnica si basa 
sulla modalità di controllo ormonale della maturità sessua-
le nei Crostacei Decapodi. Il principale modulatore negati-
vo in questi animali è l’ormone peptidico gonado-inibito-
rio (GIH) che anche a concentrazioni circolanti molto basse 
blocca la maturazione finale degli ovari nelle femmine e dei 
testicoli nei maschi (Giulianini e Edomi, 2006). Recenti lavo-
ri dimostrano come i peptidi possano essere veicolati attra-
verso l’assunzione orale con opportune protezioni che per-
mettono l’assorbimento di una percentuale biologicamen-
te attiva degli stessi nei fluidi corporei dell’animale tratta-
to. Da qui l’idea di mettere a punto delle esche contenen-
ti l’ormone gonado-inibitorio che rilasciate in natura prima 
della stagione riproduttiva possano diminuire la fecondità 
delle popolazioni di gambero rosso.
l’ormone gonado-inibitorio
Ad oggi il GIH è stato caratterizzato nell’astice americano 
(Homarus americanus) (De Kleijn, 1994), nell’astice euro-
peo (Homarus gammarus) (Ollivaux et al., 2006), nell’arago-
sta norvegese (Nephrops norvegicus) (Edomi et al., 2002), e 
nel gambero indopacifico (Penaeus monodon) (Treerattra-
kool et al., 2008). Per caratterizzare il GIH di P. clarkii abbia-
mo sequenziato il trascrittoma dei tessuti neuroendocrini 
peduncolari, sede di produzione degli ormoni dei Decapo-
di. Su 87 milioni di sequenze ottenute solo 2 codificavano 
per il GIH. Si è così confermato che in animali con gonadi 
allo stato quiescente, l’espressione del GIH è molto bassa 
e questo dato, nonostante abbia reso più difficoltosa la ca-
ratterizzazione del trascritto, è un elemento di grande inte-
resse perché significa che l’ormone esplica la sua azione ini-
bitoria a concentrazioni minime. L’impiego quindi, su larga 
scala, non richiederebbe grandi quantità di peptide sinte-
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tico di beads (Strand et al., 2002). Le microsfere così otte-
nute vengono lasciate in agitazione, nella soluzione gelifi-
cante, per 10 minuti e poi lavate con acqua deionizzata; a 
questo punto sono poi riunite in gruppi (circa 30 microsfe-
re) che sono a loro volta inclusi in una nuova matrice di al-
ginato, ottenuta per gelificazione in situ, e mangime omo-
genizzato in acqua. Così strutturata, la matrice di algina-
to può attraversare lo stomaco, mantenendo al suo inter-
no le molecole di ormone microincapsulato, per poi disgre-
garsi nell’intestino medio, rilasciando le sostanze ingloba-
te. La struttura finale delle beads sarà quindi caratterizzata 
da una capsula esterna che include tante microsfere, con-
tenenti l’ormone (Fig. 92).
Esperimenti per verificare la funzionalità  
della somministrazione orale di ormoni peptidici
Gli esperimenti sono stati condotti su esemplari maschi di 
P. clarkii provenienti dal canale Brancoletto (Lido di Staran-
zano, Friuli Venezia Giulia) catturati con l’ausilio di nasse e 
acclimatati per una settimana. Per verificare la funzionalità 
delle beads si è deciso di somministrare l’ormone iperglice-
mizzante dei Crostacei (cHH), che appartiene alla stessa fa-
miglia del GIH. Questo ormone è stato scelto poiché il sag-
gio per la determinazione della sua attività biologica è velo-
ce e standardizzato. Nello specifico, per valutare la presenza 
di quantità bioattive di questo ormone nell’emolinfa è suf-
zone temperate. Abbiamo deciso di utilizzare l’alginato per 
la sua particolare proprietà di gelificare (Smidsrød e Skjåk-
Braek, 1990) in presenza di cloruro (sale) di calcio, per cui se 
è “gocciolato” da una siringa tende a formare delle struttu-
re sferiche. Questo sistema di incapsulazione, ovvero lo svi-
luppo di beads con alginato e chitosano, è già stato utiliz-
zato con successo in pesci e Crostacei Peneidi per sommi-
nistrare antigeni e DNA per via orale (Romalde et al., 2004; 
Rajeshkumar et al., 2009; Chotigeat, 2013). Le prove, per 
verificare la funzionalità del sistema, sono state effettua-
te con l’ormone iperglicemizzante dei Crostacei (cHH) che 
consente un saggio biologico semplice poiché basta rile-
vare un aumento della glicemia nell’emolinfa per verificar-
ne l’assorbimento.
Preparazione dell’esca per veicolare peptidi
Per rendere appetibili le sfere di alginato/chitosano con-
tenenti gli ormoni abbiamo scelto di utilizzare il mangime 
omogeneizzato, in quanto è un prodotto commerciale di fa-
cile reperibilità, e facilita l’affondamento delle esche, fatto-
re importante in quanto i gamberi si nutrono solo sul fon-
dale. I gamberi tendono a frammentare le beads e, di con-
seguenza, si è deciso di realizzare delle formulazioni di di-
mensioni ridotte (microsfere) che possano essere ingerite 
intere per evitare la perdita di peptidi nell’acqua. Le micro-
sfere sono state preparate con un generatore elettrosta-
Fig. 93. Andamento temporale del-
la glicemia degli animali nutriti con 
esche contenenti cHH (rosa) e ani-
mali nutriti con le stesse esche ma 
senza l’ormone (azzurro) nelle prime 
10 ore dopo la somministrazione.
Fig. 93. Temporal trend in the blood 
glucose of the animals fed with baits 
containing cHH (pink) and animals 
fed with baits without the hormone 
(blue), in the first 10 hours after oral 
delivery. 
matrici per la somministrazione orale  
dell’ormone gonado-inibitorio
Come veicolo per la somministrazione orale dell’ormone 
gonado inibitorio-GIH attraverso il cibo si è pensato di uti-
lizzare il chitosano e l’alginato in quanto non sono tossi-
ci e sono biodegradabili (Aspden et al., 1997; Rao e Shar-
ma, 1997; Onishi e Machida, 1999). Il chitosano è un poli-
saccaride presente nell’esoscheletro di Insetti e Crostacei. 
Questa sostanza ha particolari proprietà chimiche che per-
mettono il suo utilizzo in molti campi come quello agroali-
mentare, nella cosmetica, nell’industria tessile, nella ricer-
ca farmaceutica per lo sviluppo di beads e nanoparticelle 
per il drug delivery, ovvero il rilascio controllato dei farma-
ci, e nei materiali biomedici per lo sviluppo della pelle artifi-
ciale e dei bendaggi per la guarigione delle ferite (Dodane e 
Vilivalam, 1998). Gli alginati sono polissacaridi estratti dal-
le alghe marine brune (es. laminaria hyperbore e ascophyl-
lum nodosum) che si trovano nelle acque poco profonde di 
patopancreas e successivamente raggiungono gli ovari at-
traverso la circolazione emolinfatica. 
Esse costituiscono i precursori delle componenti proteiche 
dell’uovo e sono prodotte quando gli ovari diventano attivi; 
perciò l’espressione delle vitellogenine è stata presa in con-
siderazione come marcatore di attività o inattività ovarica a 
seguito dell’iniezione di doppio filamento di RNA-GIH. Nel-
la Fig. 91 è possibile osservare, nell’ovario, una diminuzione 
dell’espressione delle vitellogenine nel gruppo RNAi rispet-
to al gruppo ablato (ESA). 
Nell’epatopancreas, invece, avviene esattamente il con-
trario. Ciò significa che il silenziamento del GIH ha un ruo-
lo inibitorio sulla vitellogenesi ovarica andando ad influen-
zare la sintesi di vitellogenine nell’epatopancreas: il silen-
ziamento provoca un aumento dell’espressione sia rispet-
to agli animali di controllo che a quelli epeduncolati. I no-
stri dati confermano il ruolo inibitorio del GIH sulla maturi-
tà ovarica in P. clarkii.
Fig. 91. Espressione normalizzata delle vitellogenine riscontrata nei gruppi di animali ablati (ESA) e di animali iniettati con il doppio fila-
mento di GIH (RNAi) negli ovari e nell’epatopancreas. Il gruppo di controllo (S) e un gene di riferimento sono stati utilizzati per normaliz-
zare i valori di espressione delle vitellogenine.
Fig. 91. Normalized expression of vitellogenins observed in the ovaries and in the hepatopancreas of eyestalk-ablated animals (esa) and of an-
imals injected with dsGiH (rNai). The control group (s) and a reference gene were used to normalize the values of expression of vitellogenins.
Fig. 92. Rappresentazione sche-
matica dell’esca ormonale nella 
sua formulazione finale.
Fig. 92. schematic representa-
tion of the hormone baits in its 
final formulation. 
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gations to set up protocols for sterilization and the assess-
ment of histological and behavioural damage, and also to 
be able to compare the effects of using different doses of 
radiation. In 2009, using a radiation dosage of 20Gy, were 
produced adult male P. clarkii specimens with permanent 
sterility (meaning the gonads are unable to “repair them-
selves” in the following reproductive season) and fertility re-
duced by 43%, without determining significant alterations 
in sexual behaviour (Aquiloni et al., 2009). With this study, 
after 4 years of research, effective protocols were elaborat-
ed for the treatment and assessment of dose-dependent 
damage. Behavioural studies on female sexual choice also 
demonstrated a preference for large males (Aquiloni & Gh-
erardi 2008, a,b), dominant (Aquiloni et al., 2008), therefore 
indicating the morphological requisites of males to under-
go radiation treatment in order to foster their selection by 
females and thus increase the probabilities for success of 
SMRT. More recently, the release of males into the wild with 
these characteristics, treated with 20Gy, has determined a 
significant reduction in the young population the following 
season (Cecchinelli et al., 2010), demonstrating the great 
potential of this technique in the control of invasive crayfish. 
AIMS wIThIN ThE PRojECT RARITY  
FoR ThE IMPLEMENTATIoN oF SMRT 
Since a female that mates with a sterile male will lay eggs 
destined to degenerate, the reproductive success of a popu-
lation will be lower the greater the probability is of a female 
in the wild choosing a sterile male as partner, and the more 
sterile he is. Therefore, to implement the technique, inves-
tigations were carried out within RARITY both (1) to assess 
the extent to which the female preference for a large, dom-
inant male (already demonstrated with binary choice exper-
iments, Aquiloni & Gherardi, 2008 a,b; Aquiloni et al., 2008) 
was also expressed in a social context closer to the natural 
situation and (2) to identify the most effective treatment 
1. STERILE MALE RELEASE TEChNIqUE - SMRT
This population control technique involves releasing ster-
ile, but sexually active, males into the wild. These specimens 
are able to compete with untreated males for mating and 
display behaviour typical of wild crayfish.
Already used successfully since the 1950s to control inva-
sive insects (Knipling 1960; Curtis 1985), this technique also 
has high application potential for the management of inva-
sive populations of decapod crustaceans. SMRT is safe for 
both the environment, since it acts only on the target spe-
cies without altering the balance of biomes present, and hu-
man beings. It also meets all the requirements indicated in 
literature for an optimum control technique, including eth-
ical aspects, and is widely acceptable to the public at large 
(Holdich et al., 1999; Lodge et al., 2006). Also noteworthy 
is that its use is compatible with other control techniques, 
is not particularly costly and becomes effective relative-
ly quickly. In addition, unlike traditional control techniques 
like intensive trapping, the effectiveness of SMRT increases 
when the population density is low, since for a given num-
ber of sterile males released their probability of mating with 
the females grows as the size of the population decreases. 
It is therefore at present the only technique applicable in 
the small populations typical of the early stages of coloni-
zation in a new environment.
CURRENT kNowLEDGE oF SMRT FoR 
CoNTRoLLING Procambarus clarkii
The possibility of applying this technique to the manage-
ment of invasive crayfish has recently been explored us-
ing Procambarus clarkii as the species to investigate. Ioniz-
ing radiation is the most effective way of inducing sterility 
in adult males of this species while at the same time guar-
anteeing environmental safety requirements. Starting in 
2005, the Florentine unit has conducted a series of investi-
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Prospettive e conclusioni sull’applicabilità  
di esche ormonali basate sul GiH
Il nuovo metodo autocida proposto per il contenimento nu-
merico di P. clarkii presenta numerosi vantaggi: il rilascio di 
esche ormonali in bacini infestati prima della stagione ripro-
duttiva è di facile attuazione e non richiede personale spe-
cializzato; l’ormone gonado-inibitorio è specie-specifico e 
non dovrebbe influire sul metabolismo di specie non-ber-
saglio; anche se l’assunzione per via orale ha un’efficienza 
non elevata, sono sufficienti dosi circolanti minime per espli-
care la sua attività biologica. In breve: 1- sono state messe 
a punto esche di alginato/chitosano che permettono l’as-
sorbimento di quantità di ormoni peptidici bioattive suffi-
cienti a innalzare la glicemia negli animali trattati; 2- è sta-
to caratterizzato l’ormone gonado inibitorio di P. clarkii ed 
è stato confermato il suo ruolo mediante la tecnica dell’in-
terferenza a RNA; 3- è in corso la sintesi chimica in fase so-
lida dell’ormone gonado inibitorio. La sintesi di un’adegua-
ta quantità di ormone permetterà di validare la tecnica su 
una popolazione di P. clarkii durante la stagione riproduttiva.
ficiente misurare i valori di glicemia, che aumentano grazie 
alla sua funzione iperglicemizzante. Sono stati utilizzati 10 
gamberi ependucolati bilateramente (per eliminare la fon-
te endogena di cHH), suddivisi in 3 gruppi. Al primo gruppo 
di 4 animali sono state somministrate un totale di 3 esche 
contenenti 30 μg di cHH sintetico per animale, al secon-
do gruppo di 4 gamberi 3 esche senza l’ormone e a 2 ani-
mali l’ormone è stato iniettato per validare la funzionalità 
dell’ormone di sintesi. Considerando i tempi di digestione 
dei gamberi si è deciso di iniziare i prelievi di emolinfa alla 
sesta ora: quelli successivi sono stati eseguiti ogni due ore 
fino alla ventiduesima.
Alla 6a ora dopo la somministrazione gli animali nutriti con 
esche ormonali presentavano una glicemia di 11.7±0.35 mg/
dL, statisticamente più alta rispetto agli animali nutriti con 
le esche senza l’ormone (6.22±0.42 mg/dL) (Wilcoxon rank 
sum test, p-value = 0.02747) (Fig. 93). Viene così dimostra-
ta la funzionalità del sistema delle beads di alginato/chito-
sano per la somministrazione orale di ormoni peptidici spe-
cie-specifici in Crostacei Decapodi.
